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UBER DIE PEPTONKORPER DER GELATINE. 


IV: Mitteilung. Der anaphylaktische Shock durch die 
Peptonkorper unter Beriicksichtigung der freien 
Aminogruppe derselben. 


Von 


TOSHIO MORI. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultit 
Nagasaki. Direktor: Prof. Drv Senji Utzino.) 


(Hingegangen am 6. Juni 1938) 


Im Anschluss an die vorige Arbeit habe ich weiter unter 
Leitung von Prof. 8. Utzino das biologische Verhalten einiger 
Peptonkorper, némlich Albumose, Pepton und Trypton samtlich 
aus Gelatine (Kokko C.) studiert, die nach meiner eigenen enzyme- 
logischen Methode hergestellt wurden und sich enzymologisch ver- 
schieden verhielten. 

Im J. 1909 fanden Biedel und Kraus, dass das mit Eiweiss 
vorbehandelte Tier sich im Stadium der anaphylaktischen Sensi- 
bilisierunge gegen Witte-Pepton tiberempfindlich verhalt. Im 
Dialysat des Pferdeserums konnte G. Salus (1914) keine Gift- 
wirkung des Anaphylatoxins feststellen und von letzterem nicht 
die Uberzeugung gewinnen, dass es ein peptonartiger Korper sei. 
Nach der Feststellung von Novy u. DeKruif (1917) konnte das 
Kaninchen mit Peptonkodrper sensibilisiert werden und durch 
wiederholte Injektion desselben eine gewisse Immunitaét gewinnen. 
Was die Molekiilgrésse des Peptonkérpers bzw. der Peptidkorper 
anbetrifft, sei hier die lehrreiche Beobachtung EK. Abderhaldens 
(1912, 1920) erwahnt, dass das mit dem 10-Peptid (l-Leucyl- 
oktaglycyl-Glycin) sensibilisierte Meerschweinchen nach intrava- 
saler Reinjektion (0,1g prokg) nur Erscheinungen schwachen 
Grades aufwies, wahrend das mit dem 14-Peptid (/-Leucyl-trigly- 
eyl-l-Leucyloktaglyeyl-Glycin) injizierte Tier einen Temperatur- 
sturz von 10°C zeigte und nach 6 Std. starb, nachdem es vorher 
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in lebhafte Krampfe verfallen war, und dass bei der Einspritzung 
aller Glycinpeptide bis herauf zum Hexaglycylglycin keine 
anaphylaktische Erscheinung gefunden wurde. 

In den meisten dieser Arbeiten, die die Antigenitat des Peptons 
mit Sicherheit ergaben, wurden aber die Antigeneigenschaften 
einer gewissen chemischen Gruppe des Peptonkorpers nicht berthrt. 
Das Trypton, welches sich enzymologisch verschieden vom Pepsin- 
Pepton verhalt und nach meiner Ansicht zu einer niedrigeren 
Abbaustufe der Gelatine als das Gelatopepton gehéren muss, scheint 
einerseits neues Material zum vergleichenden Studium des biologi- 
schen Verhaltens in immunochemischer Hinsicht geben zu konnen 
und anderseits bietet die diesbeztigliche Untersuchung der Anti- 
genitét der graduellen EHrepsinhydrolysate des Peptons oder 
Tryptons unter Beriicksichtigung der freien Aminostickstoffe der- 
selben ein grosses theoretisches Interesse. 

Bei den Kaninchenversuchen in der vorliegenden Arbeit 
wurden an Kaninchen 0,01 ¢ Substanz, die 1 bis 2mg Stickstoff 
entsprechen, pro kg Korpergewicht subkutan oder intraperitoneal 
injiziert, 7 bis 10 Tage nach der ersten Injektion wurden 0,1 ¢ 
Substanz, die 10 bis 20 mg Stickstoff entsprechen, pro kg Korper- 
gewicht intravasal reinjiziert, da ich in diesem Intervalle nach der 
Vorbehandlung eine charakteristische Anaphylaxieerscheinung bei 
der Reinjektion desselben Peptons feststellte (Tabelle II). Hier 
sei auch erwahnt, dass die Letaldosis dieser bei den Versuchen 
angewandten Korper bei der intravendsen Injektion einer sehr viel 
erdsseren Menge als die Anaphylaxie erzeugende Menge der 
genannten Korper entspricht, und dass eine direkte toxische 
Wirkung der Korper daher ausgeschlossen ist (Tabelle I). Was 
den sogenannten Peptonshock bei einmaliger Injektion des Peptons 
anbetrifft, mochte ich an anderer Stelle dariiber berichten. 

Als Symptom des durch Reinjektion des Koérpers bedingten 
anaphylaktischen Shocks tritt ein Paar Minuten nach der Reinjek- 
tion der klassische Anaphylaxiezustand ein, der unter Erschein- 
ungen von Atemnot, Schwache, Konvulsionen und Cyanose mit dem 
Tod der Tiere im Laufe von kurzer Zeit endet; sonst scheint das 
Symptom nur vortibergehend zu sein, wenn das Tier unter nicht 
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so heftigen Erscheinungen am Leben bleibt. Als exakten Beweis 
des Anaphylaxiesymptoms habe ich also in der Hauptsache den 
Shocktod betrachtet. 

Wahrend das mit Gelatine (Merck oder Kokko ©.) sensibili- 
sierte Kaninchen nur Symptomerscheinungen von sehr sechwachem 
Grad nach der Gelatinereinjektion aufwies, ist das mit Gelatoalbu- 
mose, -Pepton oder -Trypton gespritzte Kaninchen sofort nach der 
Reinjektion gestorben, nachdem es vorher lebhafte Konvulsionen 
gezeigt hatte. Hier ist noch hervorzuheben, dass bei Kreuzver- 
suchen zwischen den beiden Substanzen, nimlich Albumose und 
Pepton oder Pepton und Trypton, die in sehr naher chemischer 
Beziehung zueinander stehen diirften, auch Anaphylaxie erregt 
werden konnte, und zwar dass das starkste Symptom eintrat, als 
der Reinjektionskorper die nichst untergeordnete Abbausubstanz 
dem Sensibilisierungskorper gegeniiber darzustellen schien (Tabelle 
LILY: 

Ich habe weiter das Verhalten verschiedener partieller Hydro- 
lysate des Gelatopeptons und -Tryptons durch Erepsinwirkung 
gegentiber der Anaphylaxieerscheinung unter Beriticksichtigung 
des freien Aminostickstoffs studiert. Bei den Versuchen mit 
Erepsinhydrolysaten der beiden Peptonkérper habe ich den 
charakteristischen Anaphylaxietod des Kaninchens nur durch In- 
jektion der kurz digerierten Abbauprodukte des Peptons erzielt, 
wahrend diejenigen des Tryptons, das nur eintagiger Erepsindiges- - 
tion unterworfen worden war, nicht mehr diesen Anaphylaxietod 
des Tieres hervorrufen konnten, wie dies bei den Versuchen mit 
langer digerierten Abbauprodukten des Peptons auch nicht der 
Fall war. Wenn man nun die freie Aminostickstoffmenge des 
Anaphylaxie erzeugenden Peptonkérpers und seiner EHrepsinab- 
bauprodukte in Betracht zog, so erwies sich, dass die Aminostick- 
stoffmenge der Albumose, welche erst die Anaphylaxie auslosen 
konnte, 9% der Gesamtstickstoffmenge und diejenige des Tryptons 
26.57% betrug und dass der Wert des Verhaltnisses NH»-N zu 
Gesamt-N von den Anaphylaxie erzeugenden Substanzen zwischen 
diesen beiden Werten liegen muss (Tabelle III, [V u. V). Daher 
mochte ich hier annehmen, dass die anaphylaktische Reaktion des 


4 T, Mori: 


Peptonkérpers durch bestimmte chemische Gruppen desselben, zum 
Beispiel durch die freie Aminogruppe, zum Teil bedingt werden 
diirfte. 

Als Kontrolle habe ich an dem, mit unter den gleicher 
Bedingungen hergestelltem Autolysat von Magenschleimhautbrei 
des Schweins, sensilibisierten Kaninchen keine anaphylaktische 
Erscheinung beobachtet (Tabelle VI). 


EXPERIMENTELLER TEIL: 


Versuch 1. Toxitat der Peptonkérper (Tabelle I). 


Da man eine direkte toxische Wirkung des Peptonkoérpers aus- 
schliessen muss, habe ich diese Versuche angestellt und ermittelt, 
dass die Korper, die ich in der bereits in der vorigen Arbeit (1938) 
angegebenen Weise zubereitet habe, sich wenig eiftig erwiesen. 

Dem Kaninchen injiziert man intravends eine gegen Lakmus 
neutralisierte Losung des Peptonkorpers. In der Tabelle ist in 
meg die Stickstoffmenge angegeben, welcher die pro kg Korper- 
eewicht injizierte Substanz entspricht. Die Letaldosis der Albumose 
entspricht also 151mg Stickstoff derselben und diejenige des 
Peptons 410 mg N des Peptons. Eine Albumosemenge, die 16mg 
Stickstoff enthalt und der Letaldosis bei der Reinjektion an mit 
Albumose sensibilisierten Kaninchen entspricht, blieb ohne Einfluss 
auf Normalkaninchen. Trypton, das in der grossen Menge von 
750 mg Stickstoff injiziert wurde, war auch harmlos. 


Versuch 2. Sensibilisationsintervall nach der Peptoninjek- 
tion (Tabelle IT). 


Um die anaphylaktische Erscheinung bei der Reinjektion des 
Peptonkérpers systematisch zu studieren, habe ich die sensi- 
bilisierenden Befunde des Kaninchens beobachtet, an dem in 
verschiedenen Intervallen die Reinjektion desselben Peptons ange- 
stellt wurde. 5 Tage nach der Vorbehandlung begann der anaphyl- 
aktische Shock zu erscheinen und war noch 30 Tage lang zu 
bemerken, der anaphylaktische Tod aber wurde in dem Intervall 
vom 5 ten bis zum 15 ten Tage nach der Vorbehandlung durch die 
Reinjektion hervorgerufen. 
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TABELLE I. 


Toxitat des Peptonkorpers. 


. Injektionsdosis Ausgang 
Gig Ktrpergewient) | (mg SBcksof pre ke | nicht gestarben ( 
2,100 Gelatine (Kokko ©.) 115,35 (-) 
1,800 » 392,11 (—) 
2,150 Gelatoalbumose 16,31 (—) 
1,900 ” 16,31 (-) 
3,530 ” 151,04 (+) 
sofort 
2,350 ” 421,80 (+) 
sofort 
1,900 Gelatopepton 34,00 (—) 
1,500 ” 40,00 (-) 
2,650 ” 82,00 (=) 
2,250 » 241,40 (-) 
Dyspnoe u. Cyanose 
2,450 ” 410,00 (+) 
sofort 
1,900 Gelatotrypton 18,00 (—-) 
1,800 ” 40,00 (-) 
1,874 » 80,00 (=) 
1,900 ” 225,00 (—) 
2,275 ” 375,00 Ga) 
1,700 ” 750,00 (==) 
1,800 Pepton-Witte 241,18 (-) 
1,700 ” 445,45 (+) 
nach 10 Std. 
1,650 Pepton-Teruuchi 23,14 (—) 
1,650 ” 53,33 (+) 
sofort 
1,500 ” 121,21 (+) 


sofort 
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TABELLE II. 


Sensibilisationsintervall nach der Gelatopeptoninjektion. 


Vorbehandlung |Reinjektion 


pais ae pie Ausgang 
orper- : nach Vor- | nicht gestorben ( — 
ewiche) ms erect ic kg behandlung pee Gs t a 
1,500 1,69 (subkutan) 16,23 at (—) 
2,650 1,69 (Bauchhohle) 16,23 il (-) 
2,225 1,69 (subkutan) 16,23 2 (ox) 
1,900 1,69 (Bauchhohle) 16,23 2 (—) 
2,750 1,69 (subkutan) 16,23 3 (-) 
9,225 1,69 (Bauchhohle) 16,23 3 (—-) 
1,750 1,69 (subkutan) 16,23 4 (—) 
1,650 1,69 (Bauchhohle) 16,23 4 (-) 
1,975 1,69 (subkutan) 16,23 & Ca 
nach 5 Std. 
1,700 1,69 (Bauchhohle) 5,59 5 () 
; Dyspn. u. Cyan. 
1,800 1,69 (subkutan) 5,59 4 (+) 
sofort 
1,700 1,69 (Bauchhohle) 5,59 7 (+) 
sofort 
3,200 1,69 (subkutan) 5,59 10 (es 
sofort 
PEAS) 1,69 (Bauchhohle) 5,59 10 (+) 
sofort 
1,800 1,69 (subkutan) 5,59 1S (ED) 
sofort 
2,300 1,69 (Bauchhohle) 5,59 15 (4) 
sofort 
2,075 1,69 (subkutan) 5,09 20 CG) 
Dyspn. u. Cyan. 
2,450 1,69 (Bauchhohle)| 16,23 20 (+) 
nach 80 Min. 
25 07 1,69 (subkutan) 16,23 25 (2) 
Dyspn. u. Cyan. 
2,025 1,69 (Bauchhohle) 16,23 95 ) 
Dyspn. u. Cyan, 
1,500 1,69 (subkutan) 16,23 30 Cy 
Dyspn. u. Cyan. 
2,025 1,69 (Bauchhohle) 16,23 30 (=) 


Dyspn. u. Cyan, 
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Versuch 3. Anaphylaxieerscheinung mit den Peptonkérpern 
(Tabelle III). 


Als Vorbehandlung wurden 0,01 g¢ Substanz, was einer Stick- 
stoffmenge von ca.1 bis 2 mg entspricht, an Kaninchen subkutan 


TABELLE ITT. 
Anaphylaxieversuch mit den Peptonkérpern.* 


Kaninchan Vorbehandlung Reinjektion Rees 
pe mg Stickstoff pro kg gestorben (—) 
Korpergewicht gestorben (+) 
1,875 Gelatine (Merck) 1,98|Gelatine(Merck) 19,79 (=) 
1,750 i 1,98 Rs 16,23 eo) 
2,500 < 1,98 $s 38,78 (23) 
2,175 ” 1,98 " 38,01 ( 
Dyspn. u. Cyan. 
Gelatine Gelatine 
1,650 (Kokko C.) 1,63 (Kokko C.) 96,12 ©) 
1,875 rare 4,25 fl 115,35 (—) 
2,635 Gelatoalbumose 1,63|}Gelatoalbumose 16,31 +) 
nach 10 Min 
3,185 Gelatopepton 1,69} Gelatopepton 5,59 (+) 
sofort 
3,050 Gelatotrypton 1,43| Gelatotrypton 4,72 4) 
nach 30 Min. 
2,075 Gelatine 1,98|Gelatoalbumose 16,31 =e 
nach 2 Std. 
2,025 ri 1,98] Gelatopepton 16,93 _ 
1,800 5 1,98] Gelatotrypton 14,30 (-) 
1,750 Gelatoalbumose 1,63) Gelatine 15,55 (—) 
1,700 3 1,63 | Gelatopepton 15,24 (+) 
nach 2 Std 
2,225 Ae 1,63| Gelatotrypton 15,30 (—) 
Dyspn. u. Cyan. 
1,875 Gelatopepton 1,69} Gelatine 15,66 (—) 
2,225 53 1,69|Gelatoalbumose 16,31 (—) 
= Dyspn. u. Cyan. 
2,050 1,69|Gelatotrypton 14,20 (+) 
nach 5 Std. 
2,125 ” 1,69 ” 4,71 (-) 
Dyspn. u. Cyan. 
1,780 Gelatotrypton 1,43] Gelatine 15,66 (—) 
2,125 f 1,43|Gelatoalbumose 16,31 (—) 
1,700 - 1,43 | Gelatopepton 15,43 (+) 
nach 2 Std 
1,900 ” 1,43 ” 5,48 (es) 
Dyspn. u. Cyan. 


* Hier sei der Prozentsatz der Aminostickstoffmenge zur Gesamtstickstoff- 
menge des Peptonkérpers angegeben: Gelatine (Merck) 6,51%, Gelatine 
(Kokko C.) 8,01%, Gelatoalbumose 8,96%, Gelatopepton 12,46% und 
Gelatotrypton 26,57%. 
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oder intraperitoneal injiziert und 0,1 g¢ Substanz, ca. 10 bis 20 mg 
Stickstoffmenge entsprechend, nach 10 Tagen intravends reinjiziert. 
Bei den Kreuzversuchen wurden andere Korper als Reinjektions- 
mittel verwandt. Die Resultate sind in Tabelle III angegeben. 


Versuch 4. Anaphylaxieversuch mit den Erepsinhydrosaten 
der Peptonkorper (Tabelle IV u. V). 

120¢ Gelatopepton (od. Gelatotrypton), gelést in 450 ccm 
Pufferldsung (PH 8,0 mit Phosphat-Citrat-Puffer), wurden mit 
15eem Erepsinlésung (1 Teil Diinndarmschleimhautbrei des 
Schweins wurde mit 2 Teilen Glycerin-Wasser (1:1) zerrieben und 
koliert) versetzt und unter Toluolzusatz bei 37°C digeriert. Nach 
1, 2, 3, 4, 6 und 8 Tagen (Gelatotrypton nach 2, 4 und 6 Tagen) 
wurden je 7Ocem dieser Digestionslésung abpipettiert, mit 
Schwefelsiure bis zu einer 5%igen Losung derselben versetzt und 
mit geniigender Menge 20% Phosphorwolframsaurelésung (in 5% 
H.SO, Losung) versetzt. Jeder einzelne Niederschlag wurde mit 
Barytwasser zerlegt und das ausgeschiedene Bariumsulfat ab- 
gesaugt. Nachdem iiberschtssiger Baryt im Filtrat mit COs gefallt 
wurde, hat man das Filtrat im Vakuum zu Sirup eingeenget und 
schhesslich mit Alkohol und Aceton versetzt, um das Spaltungs- 
produkt ausscheiden zu lassen. Der amorphe Niederschlag wurde 
getrocknet und analysiert (Tabelle 1V). Bei den anaphylaktischen 


TABELLE IV. 


Aminostickstoff- und Gesamtstickstoffgehalt der Erepsinhydrolysate 
des Gelatopeptons und des Gelatotryptons. 


Tag Gesamtstickstoff % | Aminostickstoff % |Amino-N /Gesamt-N 

1 12,89 2,45 19,01 

2 14,47 3,63 25,09 

Gelato- 3 14,35 4,16 28,99 

pepton | 4 13,81 4,34 31,43 

6 13,03 5,27 40,45 

8 14,39 7,94 52,40 

2 13,85 4,2 32 

SOLS 4 12,74 ng a : 
trypton y ’ * 

6 16,25 9,73 59,88 
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Versuchen mit diesen Koérpern ist zu erwahnen, dass nur das kurz 
digerierte Erepsinhydrolysat des Peptons einen anaphylaktischen 
‘Tod des mit demselben Ko6rper sensibilisierten Kaninchens durch 
die Reinjektion 10 Tage nach Vorbehandlung hervorrufen konnte, 
wahrend dasjenige des Tryptons ohne Einfluss blieb (Tabelle V). 
Die Aminostickstoffmenge dieses Anaphylaxie erzeugenden Korpers 
betrug 19,0 bis 25,1% des Gesamtstickstoffs und die Hydrolysate 
von grosserer Aminostickstoffmenge als 30% scheinen die Anaphy- 
laxie nicht mehr zu erzeugen. 


TABELLE V. 


Anaphylaxievérsuche mit den Erepsinhydrolysaten des Gelatopeptons 
und des Gelatotryptons. 


J Vorbehandlung Reinjektion Ausgang 
Kaninchen | : nicht gestorben(— ) 
(kg Korpergewicht) fees lg kg catorhen 6-45 
1,800 19,01% 1,63 16,09 (+) 
nach 3 Std. 
z 1,800 » 2,83 14,14 (-) 
ne Dyspn. u. Cyan. 
2 on 1,650 25,09% 2,61 21,70 (+) 
38 nach 3 Std. 
ze 1,950 ” 3,54 21,70 (+) 
g A 2,899 28,99% 3,58 | 21,53 (-) 
B) 1,700 Be. 340 | 20,36 (-) 
A. 2,025 40,45% 3,25 19,54 Cc) 
1,600 52,40%. 3,30 20,98 (=) 
Ena | 1995 30,32% 3,24 | 19,37 (-) 
BC 2 2,175 ” 3,24 33,96 (=) 
a gp 2,250 41,37% 5,66 18,55 (—) 
a Xe 1,975 59,88% 3,08 18,55 (-) 


Versuch 5. Anaphylaxieversuche mit dem Autolysate (Ph 
-2,0) von Magenschleimhautbrei des Schweins (Tabelle VI); 

61 Pufferlésung (PH 2,0 mit HCl und NaOH) wurden mit 
25¢ Magenschleimhautbrei des Schweins vermischt und unter 
Toluolzusatz bei 37°C digeriert. Nach je 6 tagiger Digestion wurde 
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die Digestionslésung jedesmal unter erneutem Zusatz von 25¢ 
Magenschleimhautbrei der weiteren Digestion unter den oben 
angegebenen Bedingungen unterworfen. Nach der vierten Diges- 
tion wurde diese Digestionslésung mit NaOH neutralisiert und 
klar von der geringen Menge ungeldster Substanz abfiltriert. Dies 
Filtrat wurde im Vakuum zu Sirup eingeenet und sehliesslich mit 
der geniigenden Menge Alkohol und Aceton versetzt. Ausbeute 
7,5g. Die Fallung wurde abgesaugt, mit Aceton, dann Ather 
gvewaschen und im Bxsikkator eetrocknet. Bei den unter den 
eleichen Bedingungen angestellten Versuchen mit diesem Schleim- 
hautdigestat des Schweins hat man keine nennenswerte anaphy- 
laktische Erscheinung beobachtet, obgleich man hier mit so reich- 
licher Menge Substanz zu tun hat, die eine fast doppelt gréssere 
Menge des Gesamtstickstoffs als bei den anderen Fallen enthalt. 

Gesamtstickstoff: 0,4088g  Subst.: 18,5eem N/10 H.SO, N=6,34% 

Aminostickstoff : 0,0082g Subst.: NHsN=0,16 mg=1,95% 

Asche: 0,8096¢  Subst.: Asche=0,1116 g=13,78% 


TABELLE VI. 


Anaphylaxieversuch mit dem Autolysat von Magenschleimhautbrei 
des Schweins. 


Kaninchen Morbebandlung ga nicht a ae (—) 
(kg Kérpergewicht)) 5 gtickstoff pro kg Kérpergewicht gestorben Gi) 
1,650 1,27 : 18,99 ce) 
ZUSAMMENFASSUNG. 


1. In der vorhegenden Arbeit wird eine Untersuchung tiber 
das biologische Verhalten der Gelato-Albumose, des -Peptons und 
des -Tryptons angestellt, die auf enzymatischem Wege hergestellt 
wurden. Die Toxitat der Albumose (ca. 150 mg N pro ke Korper- 
gewicht) war starker als diejenige des Peptons (ca. 250-400 mg N 
pro ke). 

Dem Kaninchen gegeniiber war eine sehr grosse Menge 
Trypton (ca. 750 mg N pro kg) harmlos, wie auch Gelatine (ca. 400 © 
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mg N pro kg), falls das Praparat intravenés injiziert wurde. 

2. Durch das Gelatopepton (ca. 0,03 g Substanz, was ca. 6 mg 
N prokg Kérpergewicht entspricht) wird der charakteristische 
Anaphlaxieshock (Tod) am Kaninchen erregt, das mit ca. 0,01 ¢ 
Substanz (ca. 1,5 mg N entsprechend) pro kg subkutan oder intra- 
peritoneal vorher injiziert worden war. 

In einem Intervalle von 5 bis 15 Tagen nach der Vorbehand- 
lung trat der Shocktod des Tiers ein, wahrend die anaphylaktische 
Erscheinung auch nach 30 Tagen beobachtet wurde. 

3. Das Gelatotrypton (ca.5mgNproke), das durch die 
wiederholte Einwirkung von Trypsin-Griibler dargestellt wurde, 
verhielt sich auch als Antigen, wie Gelatoalbumose (ca. 16mg N 
prokg) und wie Gelatopepton (ca.6mgprokg), wéhrend die 
Gelatine (Kokko C.) in einer grossen Dosis von ca. 100 mg N pro kg 
bei der Reinjektion ohne Einfluss blieb. 

Bei den Kreuzversuchen mit diesen Peptonkérpern wurde 
auch die Anaphylaxieerscheinung (Shocktod) festgestellt. 

4. Nur durch die Erepsinhydrolysate des Peptons wurde die 
Anaphylaxieerscheinung (Shocktod) bedingt, nicht aber durch 
diejenigen des Tryptons, wie die des Peptons, das mehr als 3 Tage 
durch Erepsin digeriert worden war. 

5. Bei zusammenfassender Betrachtung dieser Ergebnisse 
ersieht man, dass diese Anaphylaxieerscheinung (Shocktod) in der 
Hauptsache durch solche Gelatineabbauprodukte hervorgerufen zu 
werden scheint, welche eine Aminostickstoffmenge im Betrage von 
9-27% des Gesamtstickstoffs enthalten. 
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In the former publication concerning the nucleic acid of the 
typhoid bacillus of mice (1988) it was mentioned that the bacillus 
material, before the separation of nucleic acid, had been previously 
submitted to an exhaustive extraction with ether, which extract 
was kept for future study. The present information deals with 
the study of the fatty substance obtained from such ethereal ex- 
tract by evaporation of the solvent. 

It is a well known fact that the lipoid of acid fast bacilli have 
been the subject of systematic studies by R. J. Anderson and 
his collaborators during the last ten years on account of its bio- 
logical and chemical importance and they have been able through 
their continuous endeavor and skill to contribute many valuable 
findings to the chemistry of bacteria. Although the number of 
works on the fat of bacteria other than acid fast bacilh is very 
limited, it must be particularly noted that Chargaff (1933) in 
recent years has developed a systematic micromethod of fat analysis 
and has applied it to the study of the fat of diphtheria bacillus 
with various interesting results. The present investigation, which 
was performed also by the use of his micromethod, revealed the 
data, to be mentioned in the following paper. 


TEXPERIMENTAL. 


Extraction—The dried bacteria, weighing 450 ¢m., wag ex- 
tracted in the extraction apparatus by means of ether and the 
ethereal extract was bubbled with carbon dioxide in order to re- 
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move the solvent. This treatment yielded a pale, yellow, solid 
matter, amounting to 22¢m., which corresponds to 4.9% of the 
dried bacteria taken for extraction. 

Physical Property—This fatty substance of solid nature 
emitted a somewhat sweet smell and melted at 40-45°. This was 
measured; Density d!°=0.8546, refractive index n},—1.4439, and 
specific rotation [a]$——2.64°. 

Chemical Property—Neither phosphorus nor nitrogen was 
present. The determination of chemical constants was made in 
accordance with the directions given by Chargaff (1931). 


1) Acid value: 
3.672 mg. substance required for neutralization 4.562 cc. 0.03n KOH. 
Found. 209.2 
2) Sapontfication value: 
38.768 mg. substance required for neutralization after saponification 
2.977 ec. 0.05% KOH. Found. 215.5 
3) Iodine number: 


31.522 mg. substance absorbed 13.419 mg. I. 
Found. 42.42. 


From the above results it was considered that this fat-lke 
substance consists almost entirely of free fatty acids and this 
consideration was verified by the following saponification experi- 
ment. 

Saponification—15.10 gm. of this material were refluxed for 
5 hours with 200 ce. normal aleoholie potash in order to obtain a 
complete saponification. Upon distillation of about half of the 
alcohol, the saponified solution was diluted with water and followed 
by extraction with ether. From the ethereal extract 0.205 gm. of 
unsaponifiable matter, which gave no trace of sterol reaction, was 
isolated, the yield corresponding to 1.32% of the original matter. 
The remaining soap solution was acidified with sulfuric acid, the 
cake of fatty acids separated was taken up in ether and ethereal 
solution, thoroughly washed with water, dried, and concentrated. 
The crude mixed acids, weighing 14.8 gm., possessed an appearance 
similar to the original fat. The analysis is as follows: 
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1) Neutralization value: . 
34.287 mg. substance required for neutralization 4.280 ec. 0.03 n KOH. 
Found. 210.1 
Mean molecular weight Found. 267.0 
2) Iodine number: 


34.906 mg. substance absorbed 14.50 mg. Jo. 
Found. 41.5 


Separation of the Fatty Acids into Solid and 
Liquid Fractions. 


Solid Fatty Acids——The separation was effected by 
Twitscher’s method. 14¢m. of fatty acids were dissolved in 
120 cc. of hot 95% alcohol, then aleoholic lead acetate solution 
containing 13 gm. of salt in 200 ec. of 95% alcohol was added and 
left to stand overnight. The separated lead salts of solid acids 
were purified by a single recrystallization from alcohol, after which 
the reprecipitated salts were suspended in water and treated with 
dilute nitric acid. The free acids separated were taken up into 
ether and the ethereal extract was washed with water to remove 
nitrie acid, then dried and evaporated. The solid fatty acids thus 
obtained yielded 7.15 gm., corresponding to 51.0% of the total free 
acids and gave the following analysis: 


1) Neutralization value: 
37.742 mg. substance required for neutralization 4.613 cc. 0.03n KOH. 
Found. 205.7 
Mean molecular weight Found. 272.8 
2) Iodine value: 
57.734 mg. substance absorbed 5.822 mg. I». 
Found 10.09 
Palmitic Acid—The iodine number, mentioned above, indicated 
that the solid acids first obtained still contained some unsaturated 
acids and the latter, therefore, eliminated through the lead salt 
aleohol method, the second filtrate of the insoluble lead salts being 
combined with the first one. The separated free solid acids were 
fractionally recrystallized from alcohol, after which 4.5 gm. of acid 
with a melting point of 60.5-61.5° were obtained. The sample 
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mixed with pure palmitic acid showed no depression of melting 
point. The experiment to raise the melting point of the top frac- 
tion through several repetitions of recrystallization failed, exclud- 
ing, therefore, the presence of stearic acid in the solid acid fraction. 

Myristic Acid—The alcoholic mother liquor remaining after 
the separation of palmitic acid was evaporated to dryness and the 
residue was esterified with methyl alcohol and sulfuric acid. The 
obtained methyl ester was distilled in high vacuum employing the 
distillation apparatus introduced by Chargaff in three fractions 
namely ; 100-105°, 105-112°, and 112-120°. The first fraction was 
again fractionated, whereby the lowest fraction distilling at 82—85° 
under 0.02 mm pressure was collected. This fraction gave, upon 
saponification, 70mg. of free acid melting at 54°. It showed no 
change of melting point upon mixing with an authentic sample 
of myristic acid. The analysis is as follows: 


Molecular weight: 


15.075 mg. substance required for neutralization 2.20 cc. 0.08n KOH. 
Cus HesO2 Calculated. 228.2 
Found. 227.5 


Inqud Fatty Acids—The combined alcoholic solution remain- 
ing after the removal of the insoluble lead salts of solid acids were 
evaporated in a partial vacuum and the residues treated with 
diluted nitric acid for the separation of the liquid acids and the 
latter extracted with ether. The ethereal extract was thoroughly 
washed with water, dried and concentrated. The resulting oily 
fatty acids weighed 6.50gm., corresponding to 46.4% of the 
original fatty substance. It gave the following analysis: 


1) Neutralization value: 
27.682 mg. substance required for neutralization 3.298 cc. 0.03n KOH. 
Found. 200.5 
Mean molecular weight Found. 279.8 
2) Iodine number: 


39.039 mg. substance absorbed 17.25 mg. Je. 
Found. 67.35 


Fractionation of the Methylester of Liquid Acids—The above 
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mixture of liquid acids was again purified through lead salts, after 
which the separated free acids were converted into methyl esters 
and the latter were distilled at a pressure of 0.02mm. After many 
redistillations had been carried out according to the direction of 
Chargaff, ten fractions were finally obtained, as summarised in 
the following Table I, which indicates the boiling intervals recorded 
by the oil-bath temperature and the yield of esters of each fraction. 


TABLE I. 

Fraction Eee phe iN Pest as ies 
1 68— 80 0.039 
2 92— 95 0.150 
3 100—105 0°550 
4 109—112 0.975 
D 115—120 01525 
6 121—125 0.874 
7 126—129 1.876 
8 130—140 0.207 
9 154—157 0.061 

10 190—210 0.073 


The appropriate fractions (7), (6), (2), and (1) were applied 
to the isolation and identification of an individual fatty acid as 
follows: 

Oleic Acid from Fraction (7)—1) One part of this fraction 
was saturated with hydrogen using palladium-barium sulfate as 
catalyst and the hydrogenated product yielded, upon saponification, 
a solid acid melting at 69°, identical with stearic acid. 2) Another 
portion was saponified and the colorless liquid acid obtained was 
converted into p-phenylphenacylester according to the directions 
of Kimura (1932) as follows:—the free acid was dissolved in 
aleohol and this alcoholic solution was made just acid to lithmus 
with anhydrous sodium carbonate and then a calculated amount 
of p-phenyl-w-bromacetophenone was added and finally the mixture 
refluxed on a boiling water bath for two hours. The reaction 
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mixture deposited, upon cooling, crude crystals, which were re- 
erystallized from alcohol. The purified crystals melted at 61°, 
indicating the existence of p-phenyl-phenacylester of oleic acid. 
Palmitoleic Acid from Fraction (4)—This substance was 
ascertained in three ways. 1) One part of the ester of fraction 
(4) was hydrogenated and then saponified, when a solid acid was 
obtained, which melted at 62°, agreeing well with palmitic acid. 
2) Another part of the ester, weighing 384 mg., was oxidized 
in acetone solution with potassium permanganate, following the 
method of Armstrong and Hilditsch (1925). From the oxida- 
tion products finally a substance was isolated, which after several 
recrystallizations from water crystallized in plate, having a melting 
point of 108°. The determination of molecular weight is as follows: 


23.216 mg. substance required for neutralization 2.524 ec. 0.1n KOH. 


mol. wt. m.p. 
Azelaic acid (CyHisO01) Calculated. 188 106.5° 
As dibasie acid Found. 184 103 


3) The remaining part of fraction (4) was oxidised according 
to the method of Hazura. 170mg. of free acid were neutralized 
with 0.1m KOH and 1.5% potassium permanganate solution was 
added drop by drop. The separated mangan dioxide was dissolved 
by bubbling sulfurous acid gas through it. The floeculent preci- 
pitate formed was separated, washed with a small amount of 
petroleum ether and then with ether, wherein it dissolved entirely, 
showing the absence of sativie acid. Upon evaporation of the 
ethereal solution, the residue was purified first from alcohol, then 
from water, when a crystalline substance melting at 129° was 
obtained. The molecular weight was measured from the titration 
value. 


24.326 mg. substance required for neutralization 8.410 cc. 0.01n NaOH. 


mol. wt. m.p. 
Dioxystearic acid (CiHs20;) Caleulated. 288.3 gp" 
As monobasie acid Found. 289.2 129 


Palmuitoleic, Myristic, and Laurie Acids from Fraction (2)— 
150 mg of the ester of this fraction produced, upon saponification, 
semi-soft acids, which were separated further into liquid and solid 
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acids by means of the lead salt alcohol method. The solid acid 
purified from alcohol melted at 47° and was identified from the 
constancy of the melting point of the mixed sample as a eutectic 
mixture of myristic and laurie acids, having a similar melting 
point. On the other hand, the liquid acid produced, after hydro- 
genation of its methyl ester and subsequent saponification, a solid 
acid melting at 62°, being identical with palmitic acid. 

Myristic and Lauric Acids from Fraction (1)—This fraction 
yielded, upon saponification and a single purification from alcohol, 
a crystalline substance which melted at 45°, corresponding to an 
eutectic mixture constituting 65% myristic and 35% laurie acids. 
It is no wonder that the solid acids, such as myristic and lauric 
acids were found in the liquid acid fraction, since the lead salts 
of these acids are relatively soluble in alcohol, compared with those 
of higher solid acids and consequently a small part is transferred 
into a liquid acid fraction when Twitscher’s method is performed. 


Discussion AND SUMMARY. 


The fatty substance obtained from the dried typhoid bacillus 
of mice consisted almost entirely of free acids, containing beside 
a slight amount of unsaponifiable substance, and consequently, it 
was found unnecessary to search for any water-soluble substance 
in the saponified products. Owing to this unnatural and un- 
favourable condition of the investigation material, it failed to 
confirm whether the fat originally located in bacterial cells is 
a true glyceride or not. For the same reason it was not possible 
to observe the phosphatide which occurs usually together with fats. 
Notwithstanding the fact that the fat of diphtheria bacilli studied 
by Chargaff possessed an exceedingly high acid value, showing 
an acid value of 126.3 and a saponification value of 176.5, it was 
quite unexpected that fatty acids alone without any accompaniment 
of fat might appear from the ethereal extract of the present 
bacillus. As to the question bearing on this point, it might be 
reasonably answered that on the original fat some saponifying 
process due to the enzyme within the bacillus cells had taken place 
throughout the whole period extending from the collection to the 
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desiccation of the bacillus material. The present study was, there- 
fore, necessarily limited to the fatty acids which supposedly con- 
stituted the original fat. The fatty acids were separated according 
to Twitscher’s method into 51.0% of solid and into 46.4% of 
liquid acids. The solid acids consisted largely of palmitic acid 
and partly of myristic and also laurie acids, while stearic acid 
was absent. Among the liquid acids, oleic acid predominated, the 
next being palmitoleic acid. The other more highly unsaturated, 
i.e., polyethylenic acid, such as linolic and linolenic acids, which 
occurs widely in nature not only in a high organism but also even 
in mold cells, however, could not be detected. Furthermore, it 
was impossible, because of the small amount of the materials, to 
isolate any fatty acid higher than Ou be it solid or liquid, for 
instance, diphtheric acid, as in the ease of diphtheria bacillus. 
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UBER DIE REINDARSTELLUNG DER SCHIMMELPILZ- 
NUKLEINSAURE UND DEREN NATUR 
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(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitit zu Kyoto. 


Vorstand: Prof. Dr. K. Mayeda.) 
(Hingegangen am 6. Juni 1938) 


Die Brauereihefe enthalt bekanntlich die Ribonukleinsdéure 
oder, wie ihr gebrauchlicher Name ist, die Hefenukleinsadure als 
Zellbestandteil und diese aus ihr gewonnene Substanz ist das einzige 
Produkt der Nukleinsiure, das in den Handel kommt. Uber die 
Nukleinséure von anderen hodheren Pilzarten ausser Hefe ist die 
Anzahl der vorhandenen Arbeiten dusserst beschrankt, so dass wir 
uber.sie bisher noch nichts Grundlegendes erfahren haben. Ganz 
unabhéngig voneinander versuchten Takata (1932) mit Pilzfaden 
von Aspergyllus oryzae, Sagara (1930) mit der besonderen Sake- 
Hefe, Yamaguchi (1919) mit Penicillium glaucum und ferner 
Kimura (1933) mit dem abgepressten Giarriickstand von Sake, 
dem sogenannten Sake-Kasu, zu verschiedenem Zweck, die Pilz- 
nukleinsdéure darzustellen und deren Natur klarzulegen. Alle diese 
Forscher verwendeten zur Darstellung entweder die Altmannsche 
oder Neumannsche Methode, wobei es ihnen gelang, verschiedene 
Nukleinséure-Praparate zu isolieren. Ihre analytischen Ergebnisse 
sind der Ubersichtlichkeit halber insgesamt in nachstehender 
Tabelle (I) zusammengestellt. 


TABELLE J. 

Material Methode | N (%) P(%) | Ausbeute | Autor 
Aspergyllus oryzae | Altmann 13,16 dick: 6,0 Takata 
Saccharomyces sake | Altmann 3,03 Bou 9,0 | Sagara 

(Sake-Hefe) 
Penicillium glaueum Neumann 3,04 3,66 Yamaguchi 
Sake-Kasu Altmann LOTT 482 4,7 Kimura 
1 
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Aus dieser Tabelle geht hervor, dass die Hinzelpraparate 
voneinander, was den Phosphor- sowie Stickstoffgehalt betrifft, 
merklich abweichen und iiberdies gegeniiber der Hefenukleinsaure 
ziemlich phosphor-, mitunter auch stickstoffarm sind. Es ist 
selbstverstindlich zu beachten, dass es sich hier nicht um ein reines 
Nukleinsiure-Priparat handelt, sondern um ein mit Kohlehydrat- 
stoff oder Hiweissstoff mehr oder weniger stark verunreinigtes 
Praparat. Bei einem Praparat, das sowohl an Phosphor wie Stick- 
stoff arm ist, wie dies z.B. beim Yamaguchischen Versuch der 
Fall war, hat man vor allem an eine Verunreinigung durch 
Beimengung von Kohlehydratstoffen zu denken, welche nach 
verschiedenen Richtungen hin modglicherweise Einfluss auf die 
Versuchsergebnisse ausgetibt haben diirften. Meiner Meinung 
nach diirfte es auf diesen Verunreinigung beruhen, dass er bei 
der Saurehydrolyse seines Nukleinséiure-Priparat, aus Schimmel- 
pilzen Lavulinséurebildung festgestellt hatte. Auf Grund dieses 
Bedenkens habe ich eine Neuherstellung von Nukleinséure aus 
Penicillium glaucum mittels einer erneuerten Untersuchungs- 
methode in Angriff genommen und hierbei die im folgenden mit- 
geteilten Resultate erzielt. Durch die zunachst ausgefiihrten Vor- 
versuche konnte gezeigt werden, dass die Clarke-Scheyversche 
Methode, d.h. ein Verfahren, das die Extraktion des Materials mit 
Natronlauge vermeidet, zwecks Reindarstellung von Nukleinsdure 
aus dem genannten Schimmelpilz wohl geeignet ist, wahrend sich 
die Altmannsche wie Neumannsche Methode, welche zwar 
gegebenenfalls angewandt wurden, als wenig brauchbar erwiesen. 
Auf diese Weise leferten tatsachlich 500 g trockene Pilzmasse zum 
Schluss 4,5g Nukleinséure mit einem Phosphorgehalt von 7,75% 
und einem Stickstoffgehalt von 14,49%. Ihre Ausbeute betrug 
demnach 0,9%. Das Praparat, bei dem doch noch eine schwache 
Biuretreaktion konstatierbar war, konnte erst dann einfach biuret- 
frei gereinigt werden, wenn dasselbe in Natriumazetatlosung bei 
gleichzeitiger Anwesenheit eines méglichst grossen Uberschusses an 
Kssigsaure aufgelést, dann durch Zusatz von Kupferchloridlésung 
als Kupfersalz ausgefallt und das abgetrennte Kupfersalz vom 
Kupfer befreit worden war. 
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Das derart gereinigte Praparat zeigte sowohl bei gewéhnlicher 
als auch bei nach Osborne verfeinerter Technik keine Biuretreak- 
tion mehr und wurde analysiert, wonach sich ergab, dass es Stick- 
stoff zu 15.43%, Phosphor zu 8,53% und Pentose zu 27,2% enthialt. 
Ferner wurde der Quotient Purin-N: Gesamt-N ermittelt, der 
prozentual 65,3 betrug. Die erhaltenen Resultate, welche im 
einzelnen mit denen der Tetraribonukleinsdure bzw. der Hefenuk- 
leinsdure vortrefflich tibereinstimmen, sprechen also dafiir, dass 
der betreffende Schimmelpilz eine der Hefenukleinsiure ganz 
identische Nukleinsaure in sich schliesst, welche sich erst durch ein 
gewisses Verfahren rein isolieren lisst, wenngleich die Ausbeute der 
bei Hefe gewonnenen bedeutend nachsteht. Im Anschluss an dem 
Hauptversuch wurde der Kontrollversuch beschrieben, welchen ich 
mit der kauflichen Hefenukleinsaéure parallel zum Hauptversuch 
anstelite. Die dabei gefundenen Werte stimmten mit den fiir 
Hefenukleinséure angegebenen Werten in befriedigender Weise 
liberein, wodurch also zugleich die Richtigkeit der Ergebnisse des 
Hauptversuchs sichergestellt war. 


EXPERIMENTELLER TEIU. 


Gewinnung des Ausgangsmaterials. 


Dieselbe erfolgte in ganz analoger Weise wie beim Versuch 
Yamaguchi’s, némlich durch Ziichtung im Hrlenmeyerschen 
Kolben mit synthetischer Nahrbouillon bei 20-25°, wodurch eine 
lebhafte Entwicklung des Pilzmycelium erzielt wurde. Kurz nach 
dem Auftreten der Konidienbildung wurde die Myceliumernte 
gesammelt, griindlich ausgewaschen und dann durch Behandlung 
mit 95%igem Alkohol und Ather sowie nachherigem Trocknen und 
Zermahlen schliesslich in ein grauweisses Pulver iiberfiihrt. 


Darstellung der rohen Nukleinsdure. 


500 g Pilzmasse wurden nach Clarke und Schryver (1917) 
in 5 Liter 10%iger Kochsalzlosung bei 60 bis 80° drei Tage lang 
unter 6fterem Umriihren digeriert, darauf das Digeriergemisch 
zundchst mit einem Tuche unter Anwendung von massigem Druck 
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filtriert und das Filtrat nochmals durch Filtrierpapier’ gelassen. 
Die erhaltene Extraktfliissigkeit wurde mit 45cem Salzsaure 
(1 Teil konz. Salzsiure auf 1 Teil Wasser) versetzt, der dabei 
abgeschiedene gelblich weisse Niederschlag abgetrennt, mit 
50%igem Alkohol griindlich ausgewaschen und nach der Behand- 
lung mit Alkohol und Ather pulverisiert. Gewicht lufttrocken 
4.52, Ausbeute also 0,9%. 


Die Reinigung der Rohnukleinsaure nach der 
Essigsiure-Kupfersalz-Methode. 


4¢@ obiger Rohnukleinséure wurden in 200ccm SdW%iger 
Natriumazetatlosung aufgelést, von der kleinen Menge ungeloster 
Substanz durch Zentrifugieren abgetrennt und die klare Losung 
solange mit Essigsiure versetzt, als noch keine Fallung erfolgte. 
Beim Zusatz von 20%iger Kuperchloridlosung entstand nun ein 
leicht hellgriiner, flockiger Niederschlag, der zunachst abzentri- 
fugiert, mit Eisessig einmal abgewaschen und dann in salzsaure- 
haltigem Aceton (5 Teile konz. Salzséure auf 100 Teile Aceton) 
aufgeschwemmt wurde. Die Acetonaufschwemmung wurde ab- 
zentrifugiert und die abgetrennte Masse mit erneuerter Aceton- 
losung wiederholt in derselben Weise noch dreimal behandelt, um 
schliesslich ein moglichst kupferfreie, farblose Substanz zu erhalten. 
Diese wurde alsdann in Wasser verteilt, durch Zusatz von Alkali 
aufgelost und mit Salzséure wieder abgeschieden. Der abzentri- 
fugierte Niederschlag wurde nacheinander mit Alkohol und Ather 
verrieben, filtriert, getrocknet und pulverisiert. Ausbeute luft- 
trocken ungefahr 3 ¢. , 


ANALYTISCHE ERGEBNISSE. 
I. Die gereinigte Nukleinsdure. 
A. Wassergehalt. 


Es empfiehlt sich, statt der leicht wasserziehenden, absolut 
trockenen Substanz die lufttrockene Substanz zur Analyse zu ver- 
wenden, weil man aus einer genau gewogenen lufttrockenen Sub- 
stanz durch Abzug ihrer entsprechenden Wassermenge die absolute 
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Gewichtsmenge ohne weiteres errechnen kann. Aus diesem Grunde 
fand zunachst die Wassergehaltsbestimmung des lufttrockenen 
Nukleinsiure-Praparates statt, indem dasselbe im Abderhalden- 
schen Trockenapparat bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 
wurde. 
1) 6,224mg Substanz ergaben eine Gewichtsabnahme von 0,597 mg, 
also 9,55% H:20O. 


2) 7,389 mg Substanz ergaben eine Gewichtsabnahme von 0,695 mg, 
also 9,47% H:O., im Mittel 9,51% H:O. 


B. Stickstoffbestimmung (Kjeldahl). 


5,627 mg Substanz (abs. trocken) verbrauchten 6,20 cem 0,01 HCl, 
also 15,43% N. 


C. Phosphorbestimmung (Pregl-Lieb). 

Die Substanz wurde in einem Mikrokjeldahlkolben eingewogen 
und mit Schwefel-Salpetersiure unter zeitweisem Zusatz von Per- 
hydrol verascht. Die nun erhaltene klare, farblose Zersetzungs- 
fliissigkeit wurde in ein Probierrohr gegossen, durch Einsenken 
des letzteren im siedenden Wasserbad erhitzt, dann mit ungefahr 
5eem Salpeter-Schwefelsduremischung versetzt und die ganze 
Mischung mit Wasser bis auf 15¢em gebracht. Das Gemisch 
wurde dann mit 15¢cem Sulfat-Molybdanreagenz versetzt, gut 
durchgemischt und tiber Nacht stehen gelassen. Der vollstandig 
ausgeschiedene Niederschlag von phosphormolybdénsaurem Am- 
monium wurde vorsichtig quantitativ, durch Anwendung von 
2%iger Ammoniumnitratlosung als Abwaschmittel, mittels Absaug- 
vorrichtung in ein Filterréhrchen iiberfiihrt und nacheinander mit 
Alkohol und Ather behandelt. Hierauf wurde das Filterréhrchen 
samt dem Niederschlag eine halbe Stunde in einem Exsiccator ohne 
Trockenmittel evakuiert und dann moglichst schnell abgewogen. 


6,693 mg Substanz (abs. trocken) gaben 39,34mg Phosphor- 
ammoniummolybdat, also 8,53% P. 


D. Pentosebestimmung (Hoffman). 


Kine passende Menge Substanz, welche der Furfurolbildung 
von etwa 5 mg entspricht, wurde in einen 500 ccm fassenden Destil- 
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lierkolben getan, welcher mit einem langen Destillierrohr und aus- 
serdem mit einem Dampfeinleitungsrohr versehen ist, das, den auf- 
gesetzten geschliffenen Glaspfropfen durchbohrend, fast bis zum 
Kolbenboden hineinreicht. Dann wurden 50cem 20%iger Salz- 
siiure zugesetzt und drei Stunden lang mit Dampf unter Bei- 
behaltung der Metallbadtemperatur ausserhalb des Destillations- 
kolbens bei stets 103 bis 105° destilliert. Das gesammelte Destillat, 
das hierbei etwa 650 cem betrug, wurde mit 10%iger Natronlauge 
gegen Phenolphthalein neutralisiert und mit Wasser auf genau 
700cem Volumen gebracht. Gleichzeitig wurde anderseits die 
Standardlésung, welche annéihernd die in der Versuchslosung 
erwartete Menge Furfurol enthalt, derart hergestellt, dass 5,0 mg 
frisch destilliertes chemisch reines Furfurol in Wasser aufgelost, 
mit einer bestimmten Menge Salzsaéure versetzt, dann mit 10%iger 
Natronlauge neutralisiert und schliesslich mit Wasser bis zu 700 
ecm Volumen aufgefillt wurde. Hierbei muss aber die Menge 
der vorher zugesetzten Salzsiure so gross sein, dass das nachher 
sich umbildende Kochsalz in der Standardlosung eine ebenso grosse 
Konzentration wie in der Versuchslosung aufweist. Es wurden 
nun je5eem von beiden Losungen in je ein Reagenzglas gefiillt, 
nach Zusatz von 0,5cem farblosem Anilin und 4cem reinem 
Hisessig gemischt und das Ganze an einem dunklen Ort stehen 
gelassen. Nach genau 10 bis 15 Minuten wurde die entwickelte 
rote Farbung der Versuchslésung mit der der Standardlosung 
mittels des Colorimeters verglichen, wobei der Durchschnittswert 
gewohnlich aus 5 Ablesungen festgestellt wurde. Die Pentose- 
menge liess sich durch Multiplikation der gefundenen Furfurol- 
menge mit dem Umrechnungsfaktor 1,98 errechnen. Dieser von 
Coghill (1931) eingefiihrte Faktor stellt eine Durchschnittszahl 
aus den fiir Xylose und Arabinose festgestellten Faktoren, 1,65 
und 2,40, nach Youngburg(1927) dar. Es ergaben sich foleende 
Resultate. 


1) 40,0mg Substanz (abs. trocken) gaben 5,52mg Furfurol bzw. 
10,9 mg Pentose, somit 27,4% Pentose. 

2) 40,0mg Substanz (abs. trocken) gaben 5,45 mg Furfurol bzw. 
10,8 mg Pentose, somit 27,0% Pentose. 


Reindarstellung der Schimmelpilz-Nukleinsiure. 27 


E. Bestimmung des Quotienten Purin-N: Gesamt-N. 


a) Gesamt-N. Ungefihr 52,0mg_ lufttroeckene Substanz 
wurden in einen kleinen Kolben gefiillt und mit 5eem 5%iger 
Schwefelsiiure im siedenden Wasserbad unter Riickflusskiihler 214 
Stunden gekocht, darauf das Hydrolysat in einen 25 eem fassenden 
Messkolben getan und mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Mit 
je 2 cem dieser Fliissigkeit, d. h. 2/25 des Ausgangsmaterials, wurde 
die Doppelbestimmung des Stickstoffs nach Kjeldahl dureh- ° 
gefiihrt. 

1) 2ecem verbrauchten 7,75 cem 0,01n HCl. 
Be 22: A POOLEY toe 33 
im Mittel 70.3 ae, 

b) Purin-N. 10ccem der Restfliissigkeit bei obiger Bestim- 
mung wurden in das Zentrifugierrohr aufgenommen, zunachst mit 
Natronlauge neutralisiert, dann mit Schwefelsiure schwach sauer 
gemacht und mit gesattigter Silbersulfatl6sung solange versetzt, 
als noch eine Fallung des Purinsilbers stattfand. Der Nieder- 
schlag wurde abzentrifugiert, mit Silbersulfatlosung dreimal 
gewaschen und schliesslich mit warmer verdiinnter Salzsiure zer- 
setzt. Die vom Silberchlorid abzentrifugierte Basenchloridlésung 
wurde in einen 25 ccm fassenden Messkolben iiberftihrt und mit 
Wasser bis zur Marke vefiillt. Je 5ccem dieser Flissigkeit, also 
3/25 des Ausgangsmaterials, wurden auf Stickstoff in doppelter 


Weise analysiert. 


1) 5eem verbrauchten 7,50 cem 0,01n HCl. 
2) es as 56 0s; A i 
im Mittel ES By 5 rice 
Quotient Purin-N: Gesamt-N gefunden 65,3%. 


Fiir Tetranukleotide (Hefenukleinsiure) berechnet 66,7 ,,. 
II. Die ungereinigte Nukleinsaure. 


A. Wassergehalt. 


6,254 mg Substanz erfuhren eine Gewichtsabnahme von 0,521 mg, also 
8,33% H:0. 


B. Stickstoffgehalt. 


4,705 mg Substanz (abs. trocken) verbrauchten 4,87 ecyp 0,01” HCl, 
also 14,49% N. 
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C. Phosphorgehalt. 


5,733 mg Substanz (abs. trocken) gaben 36,65 mg Ammoniumphos- 
phomolybdat, also 7,75% P. 


III. Kiufliche Hefenukleinsdure (EK. Merck). 
A. Wassergehalt. 


11,710 mg Substanz erfuhren eine Gewichtsabnahme von 0,518 mg, 
also 4,54% H.O. 


B. Phosphorgehalt. 


5,286 mg Substanz (abs. trocken) gaben 31,28mg Ammoniumphos- 
phomolybdat, also 8,59% P. 


C. Stickstoffgehalt. 


7,840 mg Substanz (abs. trocken) verbrauchten 8,72 ccm 0,01” HCl, 
also 15,58% N. 


D. Pentosegehalt. 


50,0mg Substanz (abs. trocken) lieferten 6,52mg Furfurol bzw. 
12,90 mg Pentose. 
Pentose gefunden 25,8%. 
Fiir Hefenukleinsdéure  berechnet 24,6,,. 


Hoffmansche Angabe (1927): 40,0mge Hefenukleinsaiure 
heferten 5,55mg Furfurol. Dieselbe Menge Furfurol unter 
Anwendung des Umrechnungsfaktors nach Youngburg entspricht 
folgenden Pentosemengen. 


Bei Xylose-Faktor =1,56 8,66 mg Pentose; 21,6% Pentose. 
» Ribose-Faktor = 2,00 LOM. SEE Zidiliiss 


” o 


, Arabinose-Xylose-Durchschnittsfaktor =1,98 
10,99 3) bs 5 27,4 ” ” 


” 


EL. Quotient Purin-N: Gesamt-N. 


50,0mg lufttrockene Substanz wurden mit 5cem 5%iger 
Schwefelsdure hydrolysiert und in ganz analoger Weise wie oben 
aufgearbeitet. 


a) Gesamt-N. 


2cem verbrauchten 8,50 und 8,40, im Mittel 8,45 ecm 0,01n HCl. 
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b) Purin-N. 


5 eem verbrauchten 8,46 und 8,50, im Mittel 8,48 eem 0,01” HCl. 
Quotient Purin-N: Gesamt-N gefunden 67,0%. 
Fir Tetranukleotid (Hefenukleinsiure) berechnet 66,7,,. 
Hiertiber sei auf die Arbeit von Levene und Jorpes (1930) 
verwiesen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Unter Anwedung der Clarke und Schryverschen Methode 
wurde eine Nukleinséure aus Penicillium glaucum isoliert, welche 
dann weiter mittels einer einfachen Reinigungsmethode gereinigt 
und in ein Praparat, welches mit der Hefenukleinséure vollkommen 
identisch ist, tiberfitihrt wurde, indem die Ausbeute aus der 
trockenen Pilzmasse 0,9% betrue. 
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BEITRAGE ZUR KENNTNIS DER GALLE DER 
FLEISCHFRESSER. 


Die Galle des Waschbirhundes (Tanuki) (Nyctereutes 
viverrinus) und des Marders (Ten) (Martes 
melampus melampus). 


Von 


KOZO OHTA. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Med. Fakultit Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 26. Juni 1938.) 


Um den Bildungsmechanismus der Gallensdure und_ ihre 
genetische Beziehung zur Nahrung zu erkennen, wurde eine grosse 
Anzahl! von Gallen verschiedener Tierspezien untersucht. Was die 
Galle der Fleischfresser betrifft, so wurde durch die Untersuchu- 
ngen vieler Autoren (Hammarsten, 1909/10; Shoda, 1927; K. 
Tanaka, 1932; Iwato, 1935; Kimura, 1937; Mori, 1938) gefun- 
den, dass sie hauptsachlich aus Cholséure oder cholsaureahnlichen 
Gallenséuren wie /-Phocaecholsdure, Nutriacholsiure (Brigl u. 
Benedict: 1933), und ausserdem aus einer kleinen Menge Desoxy- 
cholsdure besteht. So haben neuerdings Kim, Sihn u. Takahashi 
(1938) und Kihara (1938) die Gegenwart von Cholsaure u. 
Desoxycholsdure in der Galle von Fleischfressern wie Fuchs, 
Fischotter (Kawauso) u. Wiesel (Itati) nachgewiesen, wie das bei 
der Hundegalle (1904) der Fall war. 

Nun habe ich mich mit der Untersuchung der Galle des Wasch- 
barhundes (Tanuki) und des Marders (Ten), die beide zur Hunde- 
gattung gehoren, beschaftigt und gefunden, dass sie ebenfalls Chol- 
siure und Desoxycholsdure, die wohl mit Taurin gekuppelt vor- 
kommen diirften, im folgenden Verhaltnis enthalten. 
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Tierarten Gallenmenge Cholsaure Desoxycholsaure 
: ecm g ; Jo g %o 
Waschbarhund ea. 50 a tall 2,2 0,31 0,62 
(Tanuki) 
Marder (Ten) ; ca. 40 | 0,59 1,48 0,025 0,05 


EXPERIMENTELLER TEIL. 
I. Galle des Waschbarhundes. 


Ungefihr 50 cem muzinfreie Galle des Waschbarhundes wurden 
mit 10%iger Kalilauge gut verseift, ausgedithert und dann mit 
verdiinnter Salzsiure vollstaindig ausgefallt. Die Fallung wurde 
in verdiinntem Alkohol gelést und mit Petrolather geschiittelt, um 
die Fettséuren zu entfernen. 

Die wiasserige Alkohollosung wurde Zusatz von 
Ammoniak yom Alkohol abgedampft, mit verdtinnter Salzsaure 
angesiiuert und erschépfend ausgeithert. Der Atherauszug wurde 


unter 


durch Verdunsten getrocknet, in Ammoniak unter Erwirmen auf 
dem Wasserbad mit 10%iger Bariumchloridlosung gefallt und 
filtriert. Das Filtrat wurde als Cholséurefraktion und die Fallung 
als Desoxycholsaurefraktion bearbeitet. 


1. Cholsdure. 


Das ammoniakalische Filtrat wurde mit verdiinnter Salzsaiure 
ausgefallt, abgesaugt und getrocknet. Diese Fallung wurde aus 
Hssigester umkrystallisiert, wobei sich ein schénes, sternformig 
Nadeln abschied. Die Krystalle 
wurden aus Alkohol mehrmals unkrystallisiert. Tetraeder vom 
Schmelzpunkt 197-198°. Ausbeute 11g. Die S&ure schmeckt 
bitterstiss und zeigte Myliussche und Hammarstensche Reak- 
tion. Bei der Mischprobe mit reiner Cholsiure zeigt sie keine 
Schmelzpunktdepression. 


angeordenetes Agegregat von 


Spezifische Drehung: 0,05 g Subst. in 5 cem abs. Alkohol, 
Y= komo 403 7ea [io | 2Or ee +37,0° 
Titration: 0,056 g Subst. verbrauchten 1,32 eem N/10 NaOH. . 


Beitrage zur Kenntnis der Galle der Fleischfresser. OD 


Aquivalent fiir CosHw0Os Ber. 408 Gef, 424 
5,022, 4,933 mg Subst.: 12,938, 12,713 mg COs, 4,472, 4,470 mg H:0. 
Fiir CosHi0O5 
Ber. C 70,53 H 9,87 
Gef. ,, 70,26, 70,29 ,, 9,96, 10,14. 
Der in iiblicher Weise bereitete Athylester der Siure krystal- 
lisiert in Nadeln vom Schmelzp. 160° und zeigt mit reinem Chol- 
saureathylester keine Schmelzpunktdepression. 


2. Desoxycholsiure. 


Die Bariumfallung wurde dureh Behandlung mit Soda in 
Natriumsalz verwandelt und unter Anséuerung mit verdiinnter 
Salzsiure ausgeithert. Der Atherauszug wurde bei Zimmertem- 
peratur verdunsten gelassen, wobei sich ein glanzender prismati- 
scher Krystall abschied. Die Ausbeute betrug 0,3l¢. Lieber- 
mannsche Reaktion : gelb-orange. 

Diformyldesoxycholséaure. Bei 6 stiindigem Erhitzen mit 
reiner Ameisenséure wurde die Séure (0,2¢) in Formylester 
verwandelt. Der Ester wurde aus Alkohol-Wasser umkrystal- 
lisiert. Nadeln vom Schmelzpunkt 193°. 

3,900, 2,895 mg Subst.: 9,965, 7,390 mg COs, 3,055, 2,325 mg HO. 
Fiir C2eHs00c 


Ber. C 69,59 H 8,99 
Gef. ,, 69,69, 69,62 ,, 8,76, 8,99. 


II. Galle des Marders. 


Ca. 40 cem muzinfreie Galle wurden in genau der gleichen 
Weise wie vorher verarbeitet. 


1. Cholsdure. 


Aus dem von der Bariumfallung abfiltrierten Filtrat wurde 
durch Ansiuern mit verdiinnter Salzsiure Cholséure mit einer 
Ausbeute von 0,59¢ erhalten. Die aus Alkohol umkrystallisierte 
Sdure schmilzt bei 197-198°. Keine Schmelzpunktdepression mit 
reiner Cholsaure. 

Spezifiische Drehung: 0,0521 g Subst. in 5 ccm abs. Alkohol, 
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l=1dm, a=+0,39° [a]20°= +37,43°. 


Titration: 0,0621 g Subst. verbrauchten 1,45 cem N/10 NaOH. 
Aquivalent fiir C2H0Os Ber. 408 Gef. 428. 
5,067, 5,073 mg Subst.: 13,148, 13,160 mg COs, 4,505, 4,545 mg H.,0. 
Fiir Co:H400s 

Ber. C 70,53 H 9,87 

Gef. 3; 70,74, 70,75. 5, 9,95, 10.03. 


2. Desoxycholsaure. 


Die Bariumfallung wurde iiber Natriumsalz mit Salzsaure 
zerlegt. Die dabei erhaltene getrocknete Fallung (0,025 g) wurde 
mit Hisessig einige Minuten erwairmt, wobei eine in Prismen 
krystallisierte Siure vom Schmelzpt. 144° erhalten wurde. Sie 
zeigte mit reiner KEssigcholeinsiure keine Mischschmelzpunkt- 
depression. 

Leider wurde nicht geniigend Material erhalten, das zur 
Analyse ausgereicht hatte. 


9 


38. Taurin. 


Aus der angesauerten von den Gallenséuren befreiten Mutter- 
lauge der beiden Gallen wurde nach Hammarsten ein langer 
prismatischer Krystall erhalten, der in Wasser sehr leicht, in ab- 
solutem Alkohol nicht loslich, und schwefel- und _ stickstoffhaltig 
ist. Er zersetzt sich bei 304°. Es liegt hier also ohne Zweifel 
Taurin vor. 
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BEITRAGE ZUR KENNTNIS DER GALLE DER 
FLEISCHFRESSER. 


Die Gallen des Fischotters (Lutra), des Fuchses (Vulpes 
pecculiosus Kishida) u. das Wiesels (Mustela Itali). 


VON 


CHAI HEUNG KIM, TAI SIHK SIHN v. KUMAO TAKAHASHI. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Med. Fakultdt Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 26. Juni 1938) 


Um den genetischen Zusammenhang der Gallensdure mit Nah- 
rungsbestandteilen und ihren Bildungsmechanismus festzustel- 
len, wurde eine Anzahl yon Gallen verschiedener Tierspezien 
untersucht. Von den Gallen der Karnivoren wurden aber bisher 
nur einige der Untersuchung unterzogen. Es wurde dabei er- 
kannt, dass die Galle der Karnivoren, (Tanaka, K, 1932; Iwa- 
toot Watanape Kk 1935; Kimura,. T, 1937; -Ham- 
marsten, O, 1904, 1909/1910), ausgenommen der von Baren 
(Shoda, M, 1927: Mori, T, 1938; Ohta, K, 1938; Brig], P. u. 
Benedict, O, 1933), der Hauptsache nach aus Cholsdure oder 
cholsaureahnlicher Gallensiure und daneben aus einer kleinen 
Menge Desoxycholsiure besteht. Nun haben wir uns mit der 
Untersuchung der Galle einiger Karnivoren der Hundegattung 
beschaftigt ; dabei wurden Cholsiure und Desoxy cholséure mit 
der oben angegebenen Ausbeute erhalten. Von den genannten 


Tierarten Gallenmenge Cholsaure Desoxycholsaure 

Fischotter (Kawauso) | 12 getrocknete 

Blasen (12,8 g) 3,8 g 0,3 g 
Fuchs (Kitune) 10 getrocknete 

Blasen u. 5 frische 

Blasen (30 cem) 3,0 » 0,9 » 
Wiesel (Itati) 10 frische Blasen 

(5 ccm) 0,004 » | == 
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Karnivoren untersuchte Kihara (1938) unabhingig die Galle des 
Fuchses und fand, dass sie aus Cholsiure und Desoxycholsaure 
besteht. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
A. Galle des Fischotters (Lutra) 


12 getrocknete Gallenblasen (12,8 g) wurden mit siedendem 
Alkohol erschépfend extrahiert. Der Alkoholextrakt wurde mit 
15%iger Kalilauge im Autoklav bei 160° 8 Stunden lang hydro- 
lysiert. Das Hydrolysat wurde mit verdiinnter Salzsdéure ange- 
sduert, der dabei abgeschiedene Niederschlag abfiltriert und in 
einer 2%igen Ammoniaklosung gelost. Die Losung wurde unter 
Ansauerung mit verdiinnter Salzsdure ausgeithert, wobei zwischen 
beiden Schichten ein schwirzliche Masse ausgefallt wurde. Diese 
wurde in verdiinntem Ammoniak gelost und wieder unter Ansidue- 
rung ausgeathert, und diese Behandlung noch einige Male wieder- 
holt. Aus der wasserigen Schicht wurde Taurin nach Hammars- 
ten erhalten. Ausbeute 0,llg. Die atherische Schicht wurde 
mit Wasser gewaschen und dann bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen, wobei eine Krystallisation auf dem Boden des Gefiasses 
auftrat. Die obenstehende Atherlésung wurde abdekantiert und 
das Krystallisat (Cholsiurefraktion) mit frisechem Ather gewa- 
schen; der Waschather wurde mit der urspriinglichen Atherlosung 
vereinigt. 


1. Cholesterin und Desoxycholsiiure. 


Diese Atherfraktion wurde vom Losungsmittel abgedampft 
und mittelst Petrolathers 3 mal digeriert. 

Cholesterin: Aus dem Petrolitherauszug wurde Cholesterin 
mit einer Ausbeute von 0,21 g¢ gewonnen. Schmpt. 144-145°. 


Spezifische Drehung: 51,2mg Subst. in 10 cem Ather, 


1=2 dm, a=—0,36°, [a] = —31,22°. 
3,906, 3,846 mg Subst.: 11,974, 11,811 mg CO,, 4,104, 4,040 mg H.O. 
Co, HigO Ber. C 83,85 H 12,00 


Get 972.83 Gl S3, Omens] Gameluleia 


Beitrage zur Kenntnis der Galle der Fleischfresser. oT 


Der mit Petrolither behandelte Atherauszug wurde in ver- 
dunnter Ammoniaklisung gelést und mit einer 10%igen Barium- 
chloridlosung ausgefallt. Der aus dem Filtrat ausgefallte Nieder- 
schlag wurde mit der Cholsdurefraktion vereinigt. 

Desoxycholséure: Die Bariumfallung wurde in einer 5%igen 
Sodalésung 2 Stunden lang gekocht und das vom Bariumearbonat 
abfiltrierte Filtrat mit verdiinnter Salzsdure ausgefallt. Der 
Niederschlag (0,3g) wurde aus Eisessig mehrmals umkrystallisiert. 
Prismatische Nadeln von Schmelzpt. 144-145°. Keine Schmelz- 
punktdepression mit reiner Essigcholeinséure; Liebermann- 
Reaktion: gelb-rot. 


Spezifische Drehung: 51,2mg Subst. in 10¢em abs. Alkohol, 
I=2dm, a=+0,54°, [a]%?=+52,73°. 
3,985 mg Subst.: 10,036mg CO,, 3,417 mg H.O. 
CogH 06 Ber. C 68.97 H 9.80 
Gef. » 68,69 » 9,60. 


Diformylester der Séure. 0,1 g Saéure wurde in 8ccm reiner 
Ameisensiure 3 Stunden lang gekocht. Der mit Wasser aus- 
gefallte Niederschlag wurde aus verditinntem Alkohol mehrmals 
umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzpt. 192-193°. Keine 
Schmelzpunktdepression mit reiner Diformyldesoxycholsaure ; 
Liebermann-Reaktion: gelb-rot. 

3,813 mg Subst.: 9,812 mg COs, 3,156mg H.O. 


Cogeco Ber. C 69,64 H 8,93 
Gef. » 69,85 » 9,22. 


2. Cholsdéure. 


Diese Fraktion (3,82 ¢) wurde aus Essigester oder Alkohol 
unkrystallisiert. Tetraeder vom Schmelzpt. 198°. Sie ergaben 
Myliussche und Hammarstensche Reaktion. Keine Schmelz- 
punktdepression mit reiner Cholsdure. 

Spezifische Drehung: 76,1mg Subst. in 10cem abs. Alkohol, 
1=2dm, a=+0,57°, [a]$=+37,45°. 
3,965 mg Subst.: 10,214mg COs, 3,528 mg H.O. 


Cx4H 4.05 pers CerOoe eth, OS 
Gef. » 70,26 » 9,96. 
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Methylester der Siure. Der Ester, der mittelst atherischer 
Diazomethanlésung hergestellt wurde, wurde aus Methanol 
umkrystallisiert. ange Nadeln. Schmelzpunkt 152°. Keine 
Schmelpunktdepression mit reinem Cholsduremethylester. 

3,688 mg Subst.: 9,826mg COs, 3,200mg H.O. 
CHa.O; Ber. © 72,59 H 9,48 
von, FEE YP Ge oe Aral 


Aus dem von der Gallensiure befreiten Hydrolysat wurde 
Taurin in Form von Kriystallnadeln erhalten. Ausbeute 0,1l1lg. 
Zersetzungspunkt 297-298°. 


B. Galle des Fuchses. 


10 kleinfingergrosse getrocknete und daumengrosse frische 
Gallenblasen wurden mittels Alkohols vom Mucin befreit, die 
Gallenfliissigkeit wurde nach Abdampfen des Alkohols mit einer 
10% igen Kalilauge im Autoklav bei 130-140° 8 Stunden lang 
hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde mit verdiinnter Salzsaure 
angesduert, die dabei abgeschiedene Masse in verdiinnter Ammo- 
niaklosung gelost und dann unter Ansauerung mit verdiinnter 
Salzsdure erschopfend ausgeathert. Beim Stehenlassen der athe- 
rischen Schicht trat eine reichliche Krystallsation auf und die 
obenstehende Atherlésung sowie das Krystallisat wurden einzeln 
in der gleichen Weise wie vorher verarbeitet. 


1. Desoxycholsiure und Cholesterin. 


Aus der Atherlésung wurde nach Behandlung mittels Petrol- 
athers Desoxycholsaure erhalten und aus Wisessig umkrystalli- 
siert. ‘Prismatische Nadeln vom Schmelzpt. 144-145°. Ausbeute 
0,9 gs 

Spezifische Drehung: 58,6mg Subst. in 10¢em abs. Alkohol, 
=2dm, a=+0,61°,  [a]?=+52,04°. 
4,916 mg Subst.: 12,426mg CO., 4,349mg H.O. 
CogHssOe Ber. C 68,97 H 9,80 
Gef. » 68,94 » 9,90. 


Diformylester der Séure. Dieser Ester wurde wie vorher 
mittelst reiner Ameisensdiure dargestellt. Nadeln vom Schmelzpt. 


Beitrage zur Kenntnis der Galle der Fleischfresser. 39 
193-194°. Keine Schmelzpunktdepression mit reinem Desoxychol- 
sdurediformylester, 


3,811 mg Subst.: 9,727 mg COz, 3,102 mg H.O. 
CogH4oO0¢ Ber. C 69,64 H 8,93 
Get 3969;61, 22 9311" 


Aus dem Petrolaitherauszug wurde Cholesterin erhalten. Ta- 
feln vom Schmelzpt. 148°. Ausbeute 0,4 g. 


Spezifische Drehung: 0,08 g Subst. in 10 cem Ather, 
l=2dm, a=—0,48°, [a]?=-—30,0°. 


2. Cholsdure. 


Diese Fraktion wurde nach vorheriger Behandlung mittelst 
Petrolathers aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Tetraeder 
vom Schmelzpt. 198°. Ausbeute 3,0¢g. Er ergab Myliussche 
und Hammarstensche Reaktion. 


Spezifische Drehung: 0,11 g Subst. in 10 cem abs. Alkohol, 
l=2dm, a=+0,82°, [a]~=+37,2°. 
5,211mg Subst.: 13,453 mg COs, 4,587 mg H.O. 
CrAaOr Ber. C 70,53 H 9,87 
Gef. » 70,41 « 9,85. 


Methylester der Siure. Der Ester wurde mittelst der atheri- 
scher Diazomethanlosung hergestellt. Schmelzpt. 152°. 
5,120 mg Subst.: 13,594mg CO., 4,305mg H,O. 


Co5H 4205 Ber. C 72,59 H 9,48 
Gef. » 72,42 +» 9,41. 


3. Glykokoll. 


Nach der Beseitigung der obigen Gallensiuren wurde das 
Hydrolysat unter Neutralisation mit Sodalésung abgedampft und 
getrocknet. Die getrocknete Masse wurde mit absolutem Alkohol 
extrahiert. Der Extrakt wurde abgedampft, wieder in absolutem 
Alkohol gelést und dann trocknes Salzsduregas eingeleitet. Das 
dabei krystallisierende Glykokollesterchlorhydrat wurde abgesaugt. 
Nadeln vom Schmelzpt. 142-143°. 
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C. Galle des Wiesels, Mustela Itati. 


Die Gallenblase ist ein kleines Blaschen, das 0,5—-0,6 ccm 
Fliissigkeit enthilt. Die aus 10 Blasen erhaltene Galle (ca 5 cem) 
wurde nach Entfernung des Mucins (mittelst Alkohols) mit einer 
10%igen Kalilauge im Autoklav bei 130° 6 Stunden lang hydro- 
lysiert. Das Hydrolysat wurde in der genau gleichen Weise 
wie vorher verarbeitet und aus dem atherischen Auszug nur Chol- 
sdure erhalten. Zur reinen Darstellung der Desoxycholsaure ist 
die Materialmenge leider nicht ausreichend gewesen. 


1. Cholsiure. 


Sie wurde aus Alkohol umkrystallisiert. Tetraeder vom 
Schmelzpt. 198°.. Ausbeute 0,042 ¢. Sie zeigte Myliussche und 
Hammarstensche Reaktion und mit reiner Cholséure keine 
Schmelzpunktdepression. 


Spezifische Drehung: 0,023 g Subst. in 5cem abs. Alkohol, 
I=ldm, a=+0,166°, [a]%=+36,1°. 
4,001 mg Subst.: 10,342 mg CO., 3,486mg H,O. 
CosH 905 Ber. C 70,53 H 9,87 
Gef. 2 70,50 +» 9,75. 
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UBER EINE BESTIMMUNGSMETHODE DER 
DESOXYCHOLSAURE. 


VON 


TOSHIO SHIMADA. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Laboratorium der “\Nippon”- 
Medizin-Hochschule, Tokyo. Vorstand: Prof. Dr. K. Kaziro.) 


(Hingegangen am 28. Juni 1938) 


Eine vollstandige Aufklérung des Gallensdurestoffwechsels 
fordert eine genaue und vor allem eine praktisch verwendbare 
Methode, die jede der einzelnen Gallensdéuren, die sich normaler 
Weise in der Galle der Menschen und Tiere findet, fiir sich 
messbar und damit im Stoffwechselgeschehen verfolgbar macht. 
Die meisten Gallen enthalten in der Hauptsache 2 Gallensduren, 
Cholsdure und Desoxycholsdure ; deren Mengenverhiltnis ist jedoch 
recht verschieden je nach der Art des Tieres. Und gerade das 
Fehlen einer spezifischen Farbreaktion fiir Desoxycholsdure hatte 
bisher der genauen Erforschung des Gallensaurestoffwechsels die 
grosste Schwierigkeit bereitet, besonders bei der Desoxycholsaure, 
auf deren Wichtigkeit fiir die physiologischen Wirkungen immer 
wieder von allen Seiten hingewiesen wird. Diese Schwierigkeit 
wurde endlich durch die Auffindung der Benzaldehyd-Reaktion von 
Kaziro und Shimada (1938) tiberwunden, eine ausserst spezi- 
fiseche und empfindliche Nachweis-Reaktion der Desoxycholsaure. 

Zu dem Zweck, mit der genannten Reaktion eine zuverlassige 
Bestimmungsmethode der Desoxycholséure und damit tberhaupt 
eine praktische Arbeitsmethode zur Erforschung des Gallen- 
sdurestoffwechsels auszugestalten, habe ich die im folgenden be- 
schriebenen Versuche vorgenommen und eine brauchbare Methode 
zur Bestimmung von Desoxycholsdure ausgearbeitet. 

Die Bestimmung der Desoxycholsdure erfolgte bis jetzt nach 
4 Methoden: 1) der Sublimationsmethode von Breusch (1934), 
2) der Choleinsiuremethode von Douglas-Sauermann (1935), 
welche von Wieland und Sorge (1912) stammt, 3) der Hisen- 
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prazipitationsmethode von Doubilet (1936), welche die Menge 
der Desoxycholsdiure rechnerisch aus der gesammten Gallensaure- 
menge (bestimmt durch die Eisenbestimmung der Fallung nach 
Szilard, 1926, und People, 1933) und Cholséuremenge (geson- 
dert bestimmt) durch Subtraktion ermitteln lasst, und 4) der 
Vanillin-Phosphorsaure-Methode von Abe (1937). Cholsdéure und 
Desoxycholsiure geben mit Vanillin und Phosphorsiure durch 
Erwirmung eine rote Farbe. Bei der Differenzierung beider 
Sduren in dieser Reaktion sollen nach Abe die Konzentration 
der Phosphorsaure und die Reaktionstemperatur eine ausschlagge- 
bende Rolle spielen. Mit einer Phosphorséure vom spez. Gewicht 
1,625 (22°C) und einer Temperatur von 50°C zeigt nur Cholsaure 
eine rote Farbe, nicht aber die Desoxycholséure, wahrend mit 
einer Phosphorsiure vom spez. Gewicht 1,750 (22°C) und bei 
einer Temperatur von 70°C die beiden Sduren die rote Farbe 
geben. Dieses Verhalten konnte Abe zur Ausarbeitung einer 
differenzierenden Bestimmungsmethode beider Gallensiuren ver- 
wenden. Unter den angegebenen Methoden hat sich nur diese 
letzte Methode von Abe als wirklich brauchbar erwiesen. 

Die hier berichtete Methode verdient aus prinzipiellen Griin- 
den und wegen ihrer hohen Spezifitit und Empfindlichkeit vor 
allen bisherigen Methoden den Vorzug. Dureh Kombination 
dieser Methode mit der der Cholsiurebestimmung (Shimada, 
1938) kann man nun in einfachster Art die genaue Bestimmung 
beider Sduren ausftihren. 

Die Methode erleidet aber aus praktischen Griinden eine 
Beschrankung der Brauchbarkeit bei einer Galle, die verhiltnis- 
massig mehr Cholsdure gegeniiber Desoxycholsiure enthilt. Hine 
exakte quantitative Erforschung des Gallensdurestoffwechsels 
mittels dieser Methode wird deswegen vorlaufig leider nur auf 
Kaninchengalle beschrankt bleiben, wihrend die genaue Bestim- 
mung bei Hundegalle (insbesondere bei einer Fistelgalle) nicht 
immermOglich ist. 


METHODISCHES. 


1. Prinzip der Bestimmung. 
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Desoxycholsdiure wird mit Benzaldehyd und 75%iger Schwe- 
felsiure 5 Minuten bei 50°C gehalten. Wird die so erzeugte dun- 
kelrote Farbloésung dann mit BHisessig gemischt, so tritt ein 
Farbumschlag ein und die Liésung zeigt nun eine griine Farbe, 
die mit einer in gleicher Weise behandelten Farblésung der Stan- 
dard-Desoxycholsiure verglichen wird. Die Farbstirke ist dem 
Beerschen Gesetz folgend genau proportional der molaren Kon- 
zentration der Desoxycholsiure. Die Bestimmung der Desoxy- 
cholsdure in reiner Losung geschieht auf ganz einfache Weise. 
Die Bestimmung mit einer Gallenlésung ist jedoch nicht auf 
direktem Wege ausfiihrbar (wegen der verschiedenen Farbstirke 
dieser Reaktion bei freien und gepaarten Desoxycholsduren), 
sondern die Galle muss vorher hydrolysiert werden. 


2. Der Farbwert der gekoppelten Desoxycholséure. 


Wie in meiner vorigen Mitteilung (Shimada, 1938) hingewie-. 
sen wurde, zeigen die gepaarten Desoxycholsduren bei der genann- 
ten Reaktion besonders schone reine blaue Farbe, wahrend die 
freie Sdure dabei eine griine Farbe zeigt. Die Auswertung der 
Farbstairke dieser blauen Losung geschieht meistens ohne 
Schwierigkeit durch Vergleichen mit der griinen Losung der freien 
Desoxycholsdure unter Beniitzung eines griinen Farbfilters. Hs 
wurde damals auch beschrieben, wie die Farbstarke der gekoppel- 
ten Desoxycholsiuren fast dem berechneten Desoxycholsdaurewerte 
entspricht. Es wurde jedoch erst nach den genaueren Unter- 
suchungen gezeigt, dass die Farbreaktion der gekoppelten Desoxy- 
cholsiure, besonders die der Glykoverbindung, theoretisch berech- 
net, viel stirker auftritt als die der freien Saure. 

Wie in der Figur 1 angegeben wird, geben die einzelnen 
Desoxycholséuren genau dem Beerschen Gesetz folgend kolori- 
metrisch den richtigen Farbwert, proportional mit den Konzen- 
trationen, wenn diese mit den entsprechenden Standardlosungen 
verglichen werden. Wenn aber der Vergleich nur mit freier 
Desoxycholsdure als Standardlésung vorgenommen wird, geben 
die Farbwerte der Glykodesoxycholsiure um 34 % und der 
Taurodesoxycholsiure um 10% hohere Werte, verglichen mit 
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Desoxycholsauren. 
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ate 10 
Farbwert der einzelnen Desoxycholsaure 
verglichen mit den entsprechenden Standardlosungen. 
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Farbwert der gepaarten Desoxycholsaduren. 
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von freier Desoxycholsdure 
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denen der theoretischen. (Figur 2.) 

Dieses Verhalten muss also bei den quantitativen Unter- 
suchungen der Galleusiiure in einer Galle besonders beachtet 
werden, weil die Gallensiuren in der natiirlichen Galle der 
verschiedenen Tiere meistens in Form von gepaarten Gallensiduren, 
bald mit Taurin, bald mit Glykokoll gebunden, vorkommen und 
die Mengenverhiltnisse der freien, Tauro-und Glyko-Verbindungen 
in einzelnen Fallen recht verschieden sind. Die durch die ver- 
schiedene Intensitét und Farbeigenschaft der Reaktion bedingte 
Schwierigkeit der Bestimmung kann nur durch vorherige Hydro- 
lyse der Galle tberwunden werden. 


3. Storung der Bestimmung durch Cholsiéiure. 


Jetzt trifft man aber auf eine zweite Schwierigkeit bei der 
Bestimmung der Desoxycholsdéure in jener Galle, welche viel 
Cholsiure beigemengt enthalt, weil diese in héheren Konzentra- 
tionen bei der genannten Reaktion die rote Farbe zeigt, was die 
genauere Ermittelung der Farbwerte stort. Wie aus der Tabelle 
I zu ersehen ist, stért die beigemengte Cholsdure die Bestim- 
mung, von einem Mengenverhdaltnisse beider Siuren: Desoxychol- 


TABELLE I. 


Gefundene Desoxycholsaure bei Cholséurebeimengungen. 


s Gefundene Desoxycholsdure mg 
Desoxycholsaure Zugesetzte 

(ng) Cholsaure (mg) mit griinem Filter | mit rotem Filter 
1.00 0,25 1,01 1,00 
1,00 0,50 1,06 1,00 
1,00 0,75 1,14 1,01 
1,00 1,00 1,21 1,04 
1,00 2,00 1,45 alll 
1,00 3,00 _— 1,21 
1,00 5,00 = 1,34 
0,50 0,25 0,53 = 

0,50 0,50 0,61 — 

0,50 1,00 0,71 = 
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siure: Cholsiure—1:2 an, und zwar erst bei Verwendung eines 
roten Farbfilters. Mit einem griinen Filter sind die Fehler- 
bereiche der Bestimmung zu gross um den richtigen Wert zu 
ermitteln. (Tabelle I). Dieser Umstand verursacht bis jetzt die 
grosste Beschrinkung der Brauchbarkeit dieser Methode zur 
quantitativen Erforschung der Galle verschiedener Tiere, ausge- 
nommen der Kaninchen. Man muss immer rechnerisch aus dem 
gesondert bestimmten Cholsdurewert den annahernden Desoxy- 
cholsdurewert ermitteln. 


4. Ausfiihrung der Bestimmung. 


Die Bestimmung der Desoxycholséure geschieht bei einer 
reinen Gallensdurelésung oder bei einer Galle, die die Desoxy- 
cholsdure in einer einheitlichen Form enthalt, am einfachsten 
auf direktem Wege durch Vergleichen der Farbwerte mit entspre- 
chenden Standardlosungen von Glyko- bzw. Taurodesoxycholsaure 
oder von freier Desoxycholsdure. Die Desoxycholsiure kommt 
aber in der Galle meistens nicht in einheitlicher Form vor—so 
wird die Bestimmung nur mittels der Hydrolysemethode aus- 
eefthrt. 


Reagenzien: P 


Standardlésungen. 0,1 g/dl alkoholische Desoxychols&urelé- 
sung, Glyko-und Taurodesoxycholsdurelésung. 
Desoxycholsaure wird aus Essigather wiederholt umgelést 
und i. V. scharf getrocknet. Die gepaarten Desoxychol- 
sduren werden nach der Vorschrift von Cortese, 
Bashour und Bauman (1936, 19387) synthetisch darge- 
stellt. Glykodesoxycholsaure kann auch aus Kaninchen- 
galle leicht in reiner Form gewonnen werden. ‘Tau- 
rodesoxycholsdure wird jedoch wegen ihrer schweren 
Krystallisierbarkeit auch auf synthetischem Wege erst 
nach einigen Schwierigkeiten in reinerer Form erhalten 
werden. 

Benzaldehyd; rein, redestilliert. 

75% Schwefelsiure (spez. Gew. 1,676) 
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Hisessig, rein. redestilliert, stabilisiert. 


a) Direkte Bestimmung. 


Hine direkte Bestimmung der Desoxycholsdure geschieht nur 
bei einer einhetilichen Gallensadurelosung. 1lecem der alkoholi- 
schen Gallensdéurelésung (0,5-1,5mg Desoxycholsdéure) wird in 
einem Reagenzglas auf dem Wasserbad vom Alkohol vollstandig — 
befreit. Der Riickstand wird nun mit 2cem 75%iger Schwefel- 
saure und 0,1 cem Benzaldehyd versetzt und 5 Minuten bei 50°C 
gehalten. Nach dieser Zeit zeigt der Inhalt dunkelrote Farbe, 
diese wird dann mit 5cem LHisessig versetzt und sofort gut 
geschittelt und schnell gemischt. Nach 5 bis 10 Minuten wird 
die Farbloésung mit einer genau in gleicher Weise hergestellten 
Farblosung einer entsprechenden Standardlosung, je nach der 
gesuchten Desoxycholsdure, kolorimetrisch verglichen. Als Stan- 
dard wird gewoéhnlich 1mg Desoxycholsdure benutzt bei einer 
Schichthohe der Farblosung von 10 mm. 


b) Hydrolysemethode. 


leem einer Galle wird mit leem der 30g/dl Kalilauge 
versetzt und auf einem siedenden Wasserbade 8 Stunden lang 
hydrolysiert (Wasserersatz!). Nach dieser Zeit wird der Inhalt 
des Reagenzrohres mit Wasser zum doppelten Volumen verdinnt, 
unter Ather mit verdiinnter Salzsiiure auf Kongorot angesiuert 
und gut geschiittelt, um die Gallensiure quantitativ in den 
Ather aufzunehmen. Die Atherextraktion wird 3-4 mal wieder- 
holt. Der Ather wird durch ein trockenes Filter filtriert, ver- 
dampft und der Riickstand in 100cem Alkohol aufgelost. 1 ccm 
dieser Lésung, der einer 100 maligen Verdiinnung der urspriingli- 
chen Galle entspricht und 0,5-1,5 mg Desoxycholsdure enthalten 
soll, wird genau abpipettiert, der Alkohol verdampft und der 
Riickstand in genau gleicher Weise wie bei zur Farbentwicklung 
verarbeitet. Bestimmung der Farbwerte wie oben. Der Vergleich 
der Farbstarke wird bei der Bestimmung mit einer Galle, welche 
gleichzeitig grossere Menge Cholsdure enthalt, besser unter Benut- 
zung eines roten Farbfilters ausgefiihrt werden. 
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c) Kiinstliches Farbstoffgemisch als Standardfarblosung. 


Als Standardfarblosung der freien Desoxycholsaure empfiehlt 
sich das folgende Farbstoffgemisch als Vergleichslésung. 0,26¢ 
Nilblausulfat (Griibler) und 0,28 g Bismarckbraun (Griibler) wer- 
den in 50 Vol% Alkohol unter gelinder Erwarmung gelodst und 
auf 500 cem verdiinnt. 1cem dieser Lésung wird dann mit 18— 
19 cem Wasser verdiinnt. Diese Lisung entspricht der griinen 
Farbe der 1mg Desoxycholsdure, die mit 2 ccm Schwefelsdure, 
0,1 eem Benzaldehyd und 5 cem Hisessig entwickelt wurde. Man 
muss den Farbwert der kiinstlichen Standardlésung vorher mit 
einer bestimmten Menge Desoxycholsiure eichen. Die einmal 
gewonnene Zahl kann nun zur weiteren Bestimmung gebraucht 
werden. 


5. Lusateversuche. 


Zur Prifung der Ganauigkeit und Zuverliassigkeit dieser 
Methode wurden einige Zusatzversuche bei verschiedenen Kanin- 
chengallen mit freien und gepaarten Desoxycholsduren ausgefiihrt. 
Die Resultate der Zusatzversuche sind in den Tabellen II und 


TABELLE II. 


Zusatzversuch mit Kaninchengalle bei direkter Methode. 


Galle mg Desoxycholsaure 
Nr. ecm. 
praeformiert zugesetzt berechnet gefunden 

Blasengalle 
aL 1/50 1,92 0,25 Dale 2,17 
” 1/50 1,92 0,50 2,42 2,44 

Fistelgalle 
2 1/10 0,24 O55 0,49 0,49 
” 1/10 0,24 0,75 0,99 1,00 
1/5 0,97 0,50 1,47 1,45 
1/5 0,85 0,50 1,35 1,36 
5 1/5 0,77 0,75 1,52 1,54 
” 1/5 0,77 0,75 1,52 1,54 
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TABELLE ITI. 
Zusatzversuch mit Kaninchengalle bei Hydrolysemethode. 
mg Desoxycholsiure zugesetzt als 
Praeformiert 
gefunden Glyko- Tauro- freie PEC BIER erin ian 

mg desoxy- desoxy- Desoxy- me. ae 

cholsaure cholsdure cholsaure 
0,81 0,25 1 1,06 1,05 
0,81 0,50 Ese: 1,28 
0,81 0,75 1,56 1,54 
0,81 0,25 1,06 1,05 
0,81 0,75 1,56 1,56 
0,81 0,21 1,02 1,01 
0,81 0,65 1,46 1,43 


III wiedergegeben. Tabelle II zeigt die gefundenen Zahlen der 
zugesetzten Desoxycholsdure bei der Bestimmung mit direkter 
Methode. Tabelle III zeigt ebenso die durch Hydrolysemethode 
gefundenen Desoxycholsdurezahlen. Die Fehlergrosse beider Be- 
stimmungsmethoden liegt zwischen —5% bis +4%. Durch die 
Hydrolysemethode wurde die zugesetzte Desoxycholsdure fast 
immer mit etwas niedrigerem Werte wiedergefunden. 


6. Bestimmung der Desoxycholsiure und Cholsiure 
in der Galle des Kaninchens. 


Nur die Kaninchengalle bietet vorléufig ein zweckmiassiges 
Objekt zur exakten quantitativen Bestimmung der Gallensiuren 
in tierischen Materialien. Durch Kombination der vorliegenden 
Methode mit der Methode zur Cholsdéurebestimmung nach Shima- 


TABELLE LV, 


Nr. Desoxycholsaure g/dl Cholsaure g/dl 
a 0,54 0,055 
2 0,56 0,066 
3 0,88 0,043 
4 0,79 0,096 
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da (1938) kann man die beiden Gallensiiuren in einfacher Weise 
und mit ziemlicher Genauigkeit bestimmen. Als ein Beispiel 
sind die gefundenen Zahlen fiir die Fistelgalle einiger Kaninchen 
obiger Tabelle (Tabelle. IV) wiedergeben. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Eine neue Bestimmungsmethode der Desoxycholsdure in 
der Galle wurde ausgearbeitet. Die Methode beruht auf der neuen 
Farbreaktion derselben mit Benzaldehyd nach Kaziro und Shi- 
mada, die dusserst spezifisch und empfindlich gegen Desoxychol- 
sdure ist. 

2. Die Genauigkeit und Zuverlassigkeit der Methode wurde 
studiert. 

2 


3. Die Bestimmung der Cholsdure und der Desoxycholsdure 
in der Kaninchengalle wurde durch Kombination dieser Methode 


mit der der Cholsdure (Furfurolmethode nach Shimada) aus- 


geftihrt. 
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UBER DAS VORKOMMEN DER ANTHROPODESOXY- 
CHOLSAURE IN DER GALLE DES SCHWEINS. 


VON 


TOOICHI IDO unp RIKIZOO SAKURAI. 


(Aus dem Pyhsiologisch-Chemischen Laboratorium der “Nippon’-Medizin- 
Hochschule, Tokyo. Vorstand: Prof. Dr. K. Kaziro.) 


(Eingegangen am 28. Juni 1938) 


Aus Schweinegalle sind bis jetzt 3 Gallensiuren isoliert 
worden, namlich a-Hyodesoxycholsiure von Windaus und Bohne 
(1923), 6-Hyodesoxycholsdure von Kimura (1937) und a-3-Oxy-6- 
Keto-Allocholansaure von Fernholz (1935) und Sugiyama (1937). 
Vel. auch die alten Literaturen: Gundelach, Strecker (1846) 
und Jolin (1888, 1889)! 

Wir haben nun aus dem nach der Isolierung der genannten 
Gallenséuren noch unkrystallisierbar zuriickgebliebene Rohgallen- 
séuregemisch der hydrolysierten Schweinegalle eine kleine Menge 
von Anthropodesoxycholsaure isolieren kénnen. Die Saure wurde 
aus jener Fraktion isoliert, die die (6-Hyodesoxycholséiure von 
Kimura enthalt, welche Séure ein im Alkohol schwerlisliches 
Krystallgemisch der Na-Salze bildete. Die Isolierung der 
Anthropodesoxycholsiure in reine Form geschah durch Uberfiih- 
rung in das Ba-Salz und zwar aus der in Alkohol loslichen Ba- 
Salz-Fraktion. Die Identifizierung dieser Saure ist uns durch ihr 
spezifisches Drehungsvermogen und durch die Oxydationsversuche 
(Darstellung von 3-Oxy-7-Keto-Cholansiure und Dehydro- 
anthropodesoxycholsiure) gelungen. 

Das gemeinsame Vorkommen der Anthropodesoxycholsdure 
mit Hyodesoxycholsiure in der Schweinegalle scheint uns in 
eenetischer Beziehung von gewissem Interesse zu sein. 


EXPERIMENTELLER EIU. 


Die nach der Isolierung der Hydesoxycholsaure noch hinter- 
bleibenden Rohgallensiuregemische aus hydrolysierter Schweine- 
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galle wurden zunachst zur Entfernung von 3-Oxy-6-Keto-Allocho- 
lansiure mit Semikarbazid behandelt. Die von dem ausgeschie- 
denen Semikarbazon der Ketonsaure abfiltrierte alkoholische Lo- 
sung enthilt noch bedeutende Mengen von unbekannten Gallen- 
siuren. Das iiberschiissig gebliebene Semikarbazid wurde durch 
Waschen mit Wasser beseitigt. Das Rohgallensiuregemisch wurde 
scharf getrocknet und mit alkoholischer Na-Athylatlisung ge- 
kocht, um die darin enthaltenen, in Alkohol schwerloslichen, 
krystallisierbaren Na-Salze darzustellen. Die krystallisierbaren 
Na-Salze bestanden nur zum Teil aus /-Hyodesoxycholsaure von 
Kimura. 

Die durch Ansiuren der wasserigen Na-Salz-Losung mit HCl 
in Freiheit gesetzten Rohsduren (ca 50g) wurden zunachst in 
ihre Ba-Salze iibergefitihrt. Diese wurden dann mit heissem 
Athylalkohol gekocht. Nach dem Erkalten wurde die alkoholische 
Loésung von der ungeldst gebliebenen schmierigen Masse abfiltriert, 
das Filtrat auf dem Wasserbade zum Syrup eingeengt und im 
Hisschrank stehen gelassen. Nach einigen Tagen schieden sich 
in diesem Syrup allmahlich schéne prismatische Nadeln aus, die 
in Alkohol nicht mehr leicht léslich waren. Durch Erwarmung 
dieser syruposen, die Krystalle enthaltenden Masse mit verdiinn- 
tem Alkohol vermehrten sich die Krystallmassen, die sich nun 
nach dem Erkalten Jeicht absaugen lessen. Die Krystallmenge 
betrug ungefahr 6g. Das Ba-Salz wurde durch wiederholte 
Umkrystallisierung aus verdiinntem Alkohol gereinigt. Die durch 
Umsetzung des Ba-Salzes mit NaeCO; und nachfolgende Ansiue- 
rung mit HCl in Freiheit gesetzte Saiure widersetzte sich aber 
noch hartnackig der Krystallisation. Die freie Sdure war dusserst 
leicht in gewohnlichen organischen Lésungsmitteln léslich. Beim 
Verdunsten der Hssigesterlosung der Siure bekamen wir eine 
zum Teil krystallinische, gelatindse Masse, die nach dem Trocknen 
unscharf gegen 100-110°C schmolz. Liebermannsche Reaktion 
kirschrot, keine Cholsdurereaktion. Benzaldehyd-Reaktion nach 
Kaziro und Shimada (1938) violett, erst nach 15 Minuten 
(vgl. Shimada, 1938). Die genannte Reaktion tritt hier viel 
starker auf als bei der Hyodesoxycholsiure (vgl. Shimada, a. a. 
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0.). Durch die obenerwihnten Reaktionen konnten wir die neue 
Saure von Hyodesoxycholsiure nicht mit Sicherheit unterscheiden. 
Erst aus dem Drehungsvermégen der Sdure konnten wir mit 
gewisser Sicherheit feststellen, dass es sich hier um Anthro- 
podesoxycholsiure handelt. 


Speztfische Drehung: 
0,1547 g Substanz in 10 ecem Athylalkohol gelost, a=0,32° bei 2dm und bei 
22°C. [a] ®2=10. 34° : 
a—Hyodesoxycholsaure [a] D=8,35° (Kimura, 1937) 
B-Hyodesoxycholsaure [a] p=5,13° (Kimura, 1937) 
Anthropodesoxycholsaiure [a]p=11.1° (Wieland und Kishi, 1933) 


Durch Oxydationsversuch konnten wir jedoch endlich die 
Natur der neuen Saure klarlegen. Durch Oxydation der Sdure 
mit CrO; wurde eine Diketocholansiure vom Fp. 157°C erhalten, 
die mit 3,7-Diketocholansdure identisch ist. Bei einer schonenden 
Oxydation unter milden Bedingungen und mit weniger Oxyda- 
tionsmittel gelang uns die Darstellung einer Monoketo-Monoxy- 
cholansiure vom Fp. 203°C, die als mit 3-Oxy-7-Ketocholansdure 
identisch erwiesen wurde. 


Dehydroanthropodesoxycholsiure. 


1g Saure wurde in 10 cem Eisessig gelost, mit 1g in 10 ccm 
Eisessig und 2 ccm Wasser geléstem CrO; portionsweise versetzt 
und 2 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen. ‘ Nach die- 
ser Zeit wurde die Losung unter Reiben und Riihren mit viel 
Wasser versetzt bis sich das Oxydationsprodukt halb krystallin 
ausschied. Die Substanz wurde abgesaugt, getrocknet und mit 
kaltem Ather digeriert. Die nun in Ather schwer losliche Masse 
Wurde zunachst aus verdiinntem Alkohol und dann aus Azeton- 
Wasser mehrmals umgelost. Tafelehen von Fp. 156-157°C. Keine 
Depression mit Dehydroanthrcpodesoxycholsaure. 


Analyse: 


Substanz, getrocknet im Exsikkator tiber Schwefelsaure. 
2,900 mg, 3,805 mg Subst., 7,710 mg, 10,090 mg COz, 2,480 mg und 3,235 mg 


H.O. 
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Berechnet fiir C2,H3,0,4- 1/2 H,O C 72,49 HL 9,39 
Gefunden 72,51 72,32 9,57 9,51 
Substanz, getrocknet bei 110°C i.V. 
3,275mg Subst., 8,860 mg CO, und 2,840 mg 1eh{@)- 
Berechnet ftir ©s4H4,04 C 74,17 H 9,34 
Gefunden TESS 9,70 


Die Sdure veraindert sich weder durch Erwarmung mit 
Kalilauge noch mit Hisessig-HCl, wahrend die Dehydrohyodesoxy- 
cholsiure bei derselben Behandlung in Allocholansaurederivat 
ubergeht. 


Methylester der Siéiure. 


Der durch Erwarmung der Saure mit Methanol und konzen- 
trierter Schwefelsaéure dargestellte Methylester schmolz bei 161°C. 
Keine Depression mit bekanntem Methylester der Dehydro- 
anthropodesoxycholsaure. 


Analyse: 


Substanz, getrocknet bei 110°C iV. 

2,900 mg Subst., 7,910 mg CO, und 2,440mg H.O. 
Berechnet fiir C,;H,,04 C 74,57 H 9,52 
Gefunden 74,39 9,41. 


3-Oxy-7-K etocholansiure. 


lg Saure wurde in 10 cem Hisessig und 1 cem Wasser gelost, 
in einem Kiltebad gegen 0°C mit 0,23g CrO3 in verdiinnter 
Kssigsaure gelést langsam vorsichtig zugetropft. Die Reaktions- 
fliissigkeit wurde dann bei Zimmertemperatur tiber Nacht stehen 
gelassen. Die partiell oxydierte Saiure schied sich beim Verdiin- 
nen mit viel Wasser schon halbkrystallin aus und liess sich leicht 
absaugen. Erst nach wiederholter Umkrystallisation aus Essig- 
ester wurde die Séure rein erhalten, die scharf bei 203°C schmolz. 
Die Saure besitzt den gleichen Schmelzpunkt wie die 3-Oxy-7-Ke- 
tocholansdure, und zeigt keine Depression bei Mischversuchen. 
Die Saure andert sich nicht bei einer Operation, die 3-Oxy-6-Ke- 
tocholansdure zu 3-Oxy-6-Keto-Allocholanséiure verwandeln lisst. 
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Analyse: 


Getrocknet bei 110°C i.V. 


3,235 mg, 3,985 mg Subst., 8,735 mg, 10,745mg OO.2, 2,815 mg und 3,530 mg 
H.0. 


Berechnet fiir C.,H3.0, Caves H 9,81 
Gefunden 73,64 73,54 9,74 9,91. 
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MICRO-DETERMINATION OF IRON BY MEANS OF 
PULFRICH’S PHOTOMETER. 


By 


KAMENOSUKE SHINOHARA. 


(The Research Institute of the Chobei Takeda and Company. 
Osaka, Japan.) 


(Received for publication, July 31, 1938) 


INTRODUCTION. 


During the study of the oxidation of ascorbic acid the 
author was confronted with the necessity of determining minute 
amounts of iron present in materials and reagents used. For 
this purpose there are at present two main groups of microme- 
thods, namely the titrimetric and colorimetric. The former is 
based upon the oxidability and reducibility of iron, various 
reagents such as permanganate, bichromate, cerium sulfate, iodine, 
zine chloride, titanium are used. In spite of MeFarlane’s 
modification (1932), however, their applicability, particularly to 
biological materials, seems to be limited due to their nonspeci- 
ficity. 

The methods of the latter group have their foundation on 
the formation of colored compounds of either ferrous or ferric 
ion with various reagents. They are hydrochloric acid (Hutter, 
1914; Hostetter, 1919) ferrocyanide (Walker, 1925; Stugart, 
1931) thiocyanate (McFarlane, 1932; Stugart, 1931; Farrar, 
1935), thiolacetic acid (Lyons, 1927; Burmeister, 1934) 
sulfosalicylate (Alten, Weiland 1933), isonitrosoacetophenon 
(Krohnke, 1927), pyramidon (van Urk, 1926), a-a’-dipyridy] 
(Hill, 1931; Coombs, 1936; Feig], Krumholz, and Hamburg, 
1932), 7-iodo-8-oxyquinoline-5-sulfonic acid (Yoe, 1932) o- 
phenanthroline (Saywell, and Cunningham, 1937) and other 
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compounds. 

“Which method is most suitable?’’ is an unsettled question 
and its answer awaits further extensive critical studies of each 
method. The method most widely used and therefore best inve- 
stigated so far is the thiocyanate method, although in recent 
years thiolacetic acid or dipyridyl method tends to replace it. 

The red color production of ferric ion with thiocyanate may 
be represented by the following equation (Philip, J. C., and 
Bramley, A. (1913)): 


Fe*t*+ + 3CNS- = Fe(CNS)s (1) 


This reaction is very rapid and apparently controlled by equili- 
brium; nevertheless, a simple mass action equation does not hold 
according to Gladstone (1855), Kriiss and Moraht (1890), 
Magnanini (1891), Vernon (1892, 1893), and Rosenheim and 
Cohn (1901). 

This red compound, Fe(CNS)s, gradually undergoes hydro- 
lytie decomposition, for which equation (2) was proposed by 
Philip and Bramley (1918). 


8.Fe(CNS)3+ 6H:0 =8-Fe(ONS)2+ THONS + CO. 


They studied the kinetics of this decomposition and found 
that it is too complicated to be formulated mathematically. How- 
ever, they brought out the following facts which may have a close 
bearing upon the rational device of an analytical method: 

At the initial stage the color fades unimolecularly with respect 
to iron but it is soon influenced by the acids formed. When an 
excess of thiocyanate is present, acids retard the rate, while when 
the ratio, Fe***: CNS~ is greater than one half, the greater the 
concentration of an added acid, the greater is the rate. <A rise 
in temperature markedly accelerated the color fading but light 
has no influence upon it. 

Hantzsch and Vagt (1903) determined the distribution of 
the colored compound between aqueous and etherial layers and 
reached the following conclusion: A rise in temperature favors 
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its distribution to the aqueous phase. Its coefficient is not con- 
stant for varying concentrations of Fe(CNS); due to increasing 
hydrolysis with increasing dilution. With other organic solvents 
it shows a similar relation. 

It seems that the colorimetric method has been developed 
rather independently of these physico-chemical studies. The 
present status of this method can be understood through the 
papers by McFarlane (1932), Stugart (1931), Brumeister 
(1934), Farrar (1935), Kennedy (1927), ete. Most of the work- 
ers have paid special attention to eliminate the interferring 
action of pyrophosphate since Elyehjem and Hart (1926) cal- 
led attention to it. As to the chemical explanation of the inter- 
ferring action the excellent paper by Smyth and Schmidt 
(1930) is referred to. The action of pyrophosphate was found 
to be eliminated by hydrolysing it to orthophosphate with NaOH 
(Elvehjem and Hart, 1926; Elvehjem, 1930) or HCl 
(Stugart, 1931). Its formation can also be avoided by decom- 
posing organic test materials with H.SO,and HC10O4(MeFarlane, 
1933) or by other similar methods (Hanzal, 1933). Most 
of the color measurements in recent years have been made by 
extracting Fe(CNS); in aqueous solution with amylalcohol since 
Kennedy (1927) reported its advantage. Willstatter (1920) 
measured it directly with aqueous solution and v. Halban and 
Zimpelman (1928) applied photoelectric spectrophotometry to 
the measurement of the extinction of its aqueous solution. 

Workers in the biochemical field have been so eager to apply 
their modified methods to test materials that they neglected 
careful critical studies of various factors involved in this seem- 
ingly simple but in fact very complicated reaction. 

Under such circumstances it is not surprising that the pre- 
sent author met with difficulty in obtaning consistent results 
when he carried out the thiocyanate method in routine manner. 
Thus, it was considered that the investigations into the factors 
affecting the color production and also into the accuracy of the 
method were by no means a wasted labor. 

All through the experiments the Pulfrich’s photometer was 
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used for color intensity measurements. It has an advantage over 
the ordinary colorimeter in that the former does not require a 
standard color solution which would give serious error due to its 
fading. Several points that contradict the findings by previous 
workers have been brought out and factors not reported so far 
have been investigated. These will be discussed in order. It 
should be remembered that the present experiments were carried 
out from a purely pragmatic standpoint to meet a practical 
necessity. - 
EXPERIMENTAL. 


Reagents: 


Water. Ordinary distilled water was redistilled in a hard 
elass apparatus. This was used in rinsing apparatus and in 
preparing reagent solutions. 

Hydrochloric acid. Pharmaceutical hydrochloric acid was 
distilled in a hard glass apparatus and only the middle portion 
of the distillate was collected. In many eases constant boiling 
hydrochloric acid was used. 

Potassium thiocyanate solution. 5M solution made from E. 
Merck’s C. P. Preparation was used after a minute amount of 
insoluble matter was filtered off. 

M/100 Ferric ammonium sulfate solution. 4.822 gms Kar- 
]baum’s “ Zum Analyse” preparation was dissolved in the water 
and after the addition of 3 drops Karlbaum’s sulfurie acid it 
was made up to exactly one liter. Ferrie ion content was checked 
by the iodide method to find that the molarity was 0.0100+0.0001 
a.e. 10-*M and 10°? M Fe+#+ solutions were made from this 
stock solution by mere dilution with the addition of three drops 
of concentrated sulfuric acid. 

Isoamylalcohol. Takeda & Co. preparation (B.P. 1380-133°) 
-was used. 

Other chemicals used were all Karlbam’s. 


Technique: 


In a graduated and glass-stoppered test tube of about 25 ce. 
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capacity all necessary reagents are added to make the final volume 
of the aqueous solution 10 ce, the thiocyanate solution being the 
last to be added. Immediately after this 5 ce isoamylaleohol is 
added and the tube is shaken vigorously for 15-20 seconds, which 
has been found sufficient to bring as much Fe (CNS); as possible 
into the alcoholic layer from the aqueous. On standing, the turbid 
mixture divides itself into two layers in about 30 seconds.» The 
alcohol particles adhering to the glass wall in the water phase 
and water particles floating on the alcohol are removed by 
tapping the tube softly against the desk. The colored alcoholic 
layer is then separated by means of a pipet and put in a small 
conical flask of 15 ce. capacity.” 

The alcoholic solution is put in a photometer vessel of exactly 
lem thickness. As a compensating liquid isoamylaleohol is 
used, which has been shaken with 10 ee. aqueous solution of the 
same composition as the test solution except iron. This would 
eliminate an error that may be committed due to possibile presence 
of a minute quantity of iron in the reagents. In fact, the 
hydrochloric acid at high concentration (1-2M) produced a faint 
red color in spite of its having been purified. The reading of 
extinction is made in 3 to 5 minutes after the thiocyanate 
addition, 6 readings being made within 2 minutes and their 
arithmetical means was taken as its final value.” 

All measurements were made with a vessel of 1 em thickness 


D 100gm water dissolves 2.5 gm isoamylalcohol at 16.5° and 2.61 gm at 22° 
(Seidell, A., Solubilities of inorganic and organic substances., D. Van No- 
strand Conpany, N. Y., 1916) 

» McFarlane (1932) filtered the umylacohol through a filter paper to 
remove water particles. This procedure was found unnecessary, for water par- 
ticles sink down to the bottom of the flask and a clear alcoholic solution is ob- 
tainable before the measurement. If there should be the necessity of removing 
them, the introduction of a small piece of dried quantitative filter paper into 
the alcoholic solution attains the purpose. Use of a steel instrument in cutting 
the paper, however, should be avoided for the obvious reason. 

® Before this procedure is established as the result of the critical studies 
some solutions were examined for their extinction in 20-30 minutes after the . 


thiocyanate addition. 
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except when validity of Beer’s law was tested. It should be 
remembered, therefore, that the numerical values for extinction 
are in themselves extinction coefficients of alcoholic solution. 


Light Absorption of Isoamylalcoholic Fe(CNS)s 
Solution at various Wave Lengths. 


As seen in Figure 1, in which the experimental values are 
plotted against wave length, isoamylalcoholic solution of Fe(CNS)s 
shows with the instrument the maximum absorption at 4=495uu. 
Vogel (see Abegg and Auerbach) reported that it occurs at 
A=516uu. That for aqueous solution is 490 uu according to v. 


Figure 1: 
Extinction Coefficients of Fe(CNS), and Cu(CNS).2 in isoamylalcohol at 
various Wave Lengths. 
Composition of the solutions: 

Solution-A contains 100x10-&M, B 50x10-®M, C 20x10-®M,and D 2x 
10-°M Fe NH,S0Ou,, concentrations of HCl, and KONS are 2M for all solu- 
tions. Total volume of aqueous solutions is 10cc. and that of isoamylaleohol 
dec. Extinctions were measured in 20-30 m. after the KCNS addition. 
Temperature = 26-30°. Solution-a contains 880X10-°M and b 377X10-§M 
CuSO,, concentrations of HC] and KCNS are respectively 0.2M and 1.0M 
for both solutions. Extinctions were measured in 3 minutes after the 
KCNS addition. All other experimental conditions are the same as in the 
case of iron. 


EXTINCTION COEFFICIENT’ 


Determination of Iron by Means of Pulfrich’s Photometer. 63 


Halban and Zimpelmann, 1928). 

In connection with this, the absorption of isoamylaleoholic 
solution of cupric thiocyanate was determined by using, the same 
techenique. Its aborption curves are shown also in Figure 1 by 
dotted lines. It shows no absorption maximum in visible region, 
and at 2=495uu extinction is very small in comparison with the 
ferric solution, 880x10-°M cupric concentration corresponding 
practically to 2x10°°M feric concentration. 

The following measurements were performed at this wave 
length by using No.3 filter of Pulfrich’s photometer. 


ee \ 
Precision of the measurement. 


According to the direction under “Technique’’, 4 isoamylal- 
coholic solutions of Fe(CNS); were prepared from 4 aqueous solu- 
tions of as much the same composition as possible, and 6 readings 
were made for each of the solutions. The results are shown in 
Table J. It may be said that Fe*** can be determined at the con- 
centrations between 5X10°-° and 10°*M with an average error of 
less than 2 per cent, provided that there is no effect of other factors 
like those of pyrophosphate, neutral salts, ete. At concentrations 
lower than 5 x 10-°M the average error increase rapidly and for 2 x 

10-°M solution about 7 per cent average error is to be expected. 
- This concentration may be taken as the lower limit of this quanti- 
tative determination. At10~°M the averge error was found to be 
roughly 50 per cent which may be taken as the lower limit of the 
qualitative determination. At concentrations higher than 10-*M 
the matching of the photometer is impossible. The ferric concen- 
tration useful for this method is, therefore, between 2x 10-°M 
and 100x10-°M, which corresponds respectively to 9.0011 and 
0.0558 mg Fet** in 10 ce. aqueous solution. 


Effect of Thiocyanate Concentration upon Extinction 
(or Color Intensity). 


McFarlane (1932) reported that the color intensity increases 
exponentially with the increase in thiocyanate concentration. 
The present author’s experimental results, which are plotted in 
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TABELLE I. 


Errors of measurements by means of Pulfrich’s Photometer at Various 
Concentrations of Iron. (¢=30+1°) 


Cone. of Average of Average error Average of Average error. 
eg. 6 readings of 6 readings | 4 determina- | of each determ. 
(x 10° M) of Extinction (%) tions (%) 
2.0 0.045 ae 18:9 
0.039 aeusfall 
ry 0.042 ae foil 
0.046 ok 4.4 
0.039 Stoel 
5.0 0.117 zk 3.4 
0.120 ae BA 
i, 0.117 ali 
0.114 =k 3.5 
0.116 ae) 
10.0 0.221 Seal 
0-227 ap iS 
23: = 
0.294 +0.9 0.233 1.0 
0.221 + 2.2 
20.0 0.468 t 0.6 
ee ee 0.476 ae ilell 
0.484 +1.0 2 ait 
4.479 se 14 
30.0 0.745 + 0.4 
0.735 + 1.1 : “ee 
0.748 +0.8 0.744 ae 57( 
0.749 + 0.7 
50 1,22 + 0.6 
1.2 + 9.6 De - 
1.2 ae 0.6 245) sired Info 
1.27 + 0.8 
70 1.72 + 0.9 
1.73 + 0.4 
1.76 +11 1.74 aus()Y 
1.75 52.0.7 
100 2.47 +t 4.3 k 
2.41 Seed 
2.48 ie 2.44 212 
2.46 + 1.9 
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Figure 2: 


Effect of Thiocyanate Concentration upon the Extinction 
at various Concentrations of HCl. 
(t=30+1.0°) 

Composition of the Solutions 

O 20x10-§M Fet+*+, © 50x10-§M Fett++, © 100X10-§M Fet++, 
HClI=0,12M for the three solutions. 

ZA 50X10-§M Fet+++ and HCl=0.75M 

CF 20xX19-§M Fe+++, [] 50X10-§M Fet++, 1] 100X10-§M Fet++, 
HCl] =1.5M for the last three solution. ! 

10 ec. of such solutions were shaken with 5 cc. isoamylalcohol. Readings 
of Extinction were made in about 30 minutes after KCNS addition. 


EXTINCTION 


% 10 20 30 70 
CONC. OF KCNS(M.) 
Figure 2, show that it is so only for solutions of less than about 
1.2N HCl concentration. But at a higher acid concentration 
the increase in the thiocyanate concentration beyond a certain 
point decreases the extinction (color intensity). The higher the 
acid concentration, the more pronounced this thiocyanate effect. 
The thiocyanate concentration at which this maximum extinction 
is obtained, is in the neighbourhood of 1M for any concentration 
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of the acid. This peculiarity is probably due to the decrease 
of distribution of Fe(CNS)3 into the alcoholic phase, which in 
turn is due to the greater production of [Fe(CNS)6]"~~ by the 
increase of the thiocyanate concentration. 

Based upon this observation the concentration of the 
thiocyanate in aqueous test solution of later experiments was 
fixed as IM, unless otherwise mentioned. 


Effect of Acid Concentration upon Extinction. 


Lachs and Friedenthal (1911) reported that maximum color 
intensity is obtained at 2N HCl, whereas McFarlane reported 
at 1.6N H.2S0O4. Although accurate comparison is impossible for 
their experimental conditions are not well known, the present 
author’s experimental results differ greatly from theirs. They 
are shown in Figure 3. The red color of Fe(CN8); is not produced 
when the acidity of the medium is low, for instance in a acetate 
buffer of pH 4.7 no color can be observed. In a solution of 
0.1M HCl] the maximum extinction is obtained, which remains 
unchanged within the limit of experimental errors, irrespective 
of the increase of the acid concentration until it reaches to 1N 
when a slight decrease is observable. Beyond 1N the rate of its 
decrease with the increase in the acid concentration becomes 
greater. These experiments were carried out with solutions of 
1M KCNS; nevertheless, a similar tendency was observed with 
solutions of 2M KCNS. 

The reason for this decrease in color intensity is probably 
two-fold; increase in acid concentration favors distribution of 
Fe(CNS)s; into aqueous phase and it also accelerates the color 
fading. The former cause is supported by the observation that 
after they have been shaken with the alcohol, the aqueous solutions 
of higher HCl concentration are more intensely colored than 
those of lower concentration. The latter cause is confirmed by 
the following experiments. 


Color Fading. 


One of the most important factors affecting the accuracy 
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Figure 3: 
Decrease of Extinction of Isoamylaleoholic Fe(CNS), Solution 
with Inerease in HCl Concentration. 
(t=238+2.0°) 

Composition of solutions: 10c¢c. of aqueous solutions containing 1M 
KCNS, and Fet++*+ and HCl each varying as indicated in the 
chart, was shaken with 5ce isoamylalcohol. Extinction was 
measured in 3-5 minutes after KCNS addition as deseribed in 
“Technique’’. 


EXTINCTION 
COEFFICIENT. 


(KCNS]=1.0 for all solutions. 


to 
i} 


70x10°M Fe*** 


50x10°°M Fet** 


10}- 


30x10 °M Fe*** 


20x10°°M Fet** 


10x10°M Fe™*’ 
ow 355 


5x10°M Ket" 

2x10 Fe 

0 050 100 150 20 
CONCENTRATION OF HCI(M) 


of this iron determination is probably the color fading due to 
the hydrolytic decomposition of Fe(CNS); which takes place both 
in aqueous and alcoholic solutions. Figure 4 shows the rate of 
color fading in aqueous solution. It is seen that solutions con- 
taining the same amount of Fe*** give the same extinction and 
the same rate of fading no matter whether HCl or H2SO, is 
used. Addition of one drop of HNO; does not change either 
the initial extinction or the rate. However, when KCNS con- 
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Figure 4: 
Fadings of the Fe(CNS)s color in aqueous solution. 
Extinction of aqueous solutions was directly determined without 
extracting Fe(CNS), with isoamylalcohol. 


(Re'?} = 50x10"° M for all solvis 
are 0.5M SS 
.5M HCl or 0.5NH2SO, with or without HNO3+ 2M KCNS 
0.60 iN TO ut 16°+0.5° 
2 —— s 4 a» oy +IM KCNS 
S050 ar eis 
(S} 
0.40 
= ___ 0.2MHCH2M KCNS 
$< 0.30/- 05M « 
= 
0.20 
0.10 
0 


20 40 
TIME IN MINUTES 


centration is increased from 1M to 2M the initial extinction is 
increased from 0.61 to 0.70, nevertheless the rate remains the 
same. These experiments were carried out at 15-20°. At this 
temperature an increase in acid concentration as high as 2N 
dose not materially change the rate of fading within the time 
limit of observation. However, when the temperature was 30+ 
0.5° it was found that the rate increases considerably and the 
higher the acid concentration the greater the rate. 

The color fading of the isoamylalcoholic solutions of Fe(CNS)s; 
was determined by measuring at various intervals of time the 
extinction of the alcoholic solution obtained by shaking an aque- 
ous solution” containing the definite amounts of Fe and KCNS, 
and a varying amount of HCl. Figure 5 shows that the rate 
of color fading in the alcohol is practically the same regardless 
of the concentration of HCl in the aqueous solution. Here again 
the alcoholic solutions obtained from the aqueous solution conta- 
ining more than 1M HCl give less color at the initial stage. 
This is undoubtedly due to the greater distribution of Fe(CNS)s 
into aqueous phase in addition to its greater rate of fading at 
higher acid concentration. The rate of fading in the alcohol 
seems to be somewhat smaller than that in the aqueous solution 


» Titration of the alcohol extracls with a standard NaOH solution showed 


that the amount of acid in the alcohol increases exponentially with the increase 
in acid concentration of aqueous solution. 
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Figure 5: 

Color Fading of Isoamylaleoholic Fe(CNS), Solutions. 
(t=251°) 

Composition of the solutions are indicated in the chart. 
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at a same temperature. 

As it was suspected that this color fading might be due 
to the presence of some reducing impurities in the alcohol, the 
rates of fading were compared with Karlbaum’s and Takeda’s 
preparations. They were, however, found the same. The fading 
in the alcohol is probably due also to the hydrolytic decompo- 
sition of Fe(CNS); by water dissolved in the alcohol. 


The Change of Distribution of Fe(CNS)3 between the 
Aqueous and Isoamylalcoholic Layers 
with Temperature. 


The extinction of the isoamylalcoholie solutions obtained 
by shaking at various temperatures ranging from 4 to 30° the 
aqueous solutions containing 50x 10°°M Fe***, 1M KCNS, 0,5M 
HCl with one drop of 65 percent HNO;(0.034M) was found to 
be constant (1.833+0.02). At higher temperatures the alcoholic 
solution separated out water on cooling during the reading of 
the extinction, thus causing turbidity in the solution and making 
the color determination impossible. 


Proportionality of Extinction to Fe*** Concentration. 


According to Me Farlane (1932) the color intensity vs Fe*** 
concentration curve shows a sudden break at a certain point. 
Such a peculiarity is difficult to explain. The present author’s 
experimental results, part of which has been shown in Figure 3, 
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clearly indicate that under the same conditions the extinction 
of the amylaleoholie solution is directly proportional to Fa*** 
concentration within the limit of experimental errors. 

These results of Figure 3 may be represented by the follow- 
ing empyrical equation: 

EB = (2.42—0.01{HC1]—0.04[HC1]?)-[Fe***]10° (3) 
where E represents the extinction of the alcoholic solution, and 
[HCl] and [Fe***] molar concentrations respectively of HCl and 
ferric ion in the aqueous solution. It is seen from the equation 
that when |HC]] is smaller than 0°5M the sum of the second and 
third terms in parenthesis becomes so small that they may be 
neglected. 

It was found with an isoamylaleoholic solution of Fe(CNS)s 
that its extinction is strictly proportional to the thickness of 
the solution through which light passes. Therefore, when the 
extinction is too great to be measured, a photometer vessel of 
0.5 or 0.25 em. thickness may be used in stead of a lem. vessel. 

The possibility of determining the ferric concentration with- 
out using isoamylalcohol, that is, of determining it directly with 
an aqueous solution, was investigated, and found possible, pro- 
vided the reading is made within one minute after the addition of 
thiocyanate. 

Solutions containing 0.1 or 0.2N HCl, 2M KCNS, and vary- 
ing concentrations of Fe*** were found to give, within one 
minute and at-30°, extinction according to equation (4). 

E = 1.23[Fet**]10* for aqueous solution (4) 

However, the experimental errors become large when the aque- 
ous solution is examined on longer standing. It is of interest 


to note that the coefficient of equation (4) is one half of that 
calculated for 0.6N HCl by equation (8). 


Influence of Interfering Substances. 


Copper: Of all the metal ions that form colored compounds 
with thiocyanate, thus preventing the iron determination, cupric 
ion is probably the most important. It forms with thiocyanate 
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a brown compound, Cu(CNS)., which is soluble in isoamylaleohol. 
Absorption curve of the solution has been shown in Figure 1. 
Extinction at 4=495uu of the isoamylaleoholic Cu(CNS)» solution 
obtained by shaking with 5 ce. isoamyalcohol, 10 ce. aqueous solu- 
tions containing 0.2M KCNS, and a varying concentration of 
CuSO, (from 13.8x10-* to 628x10-°M) may be represented by 
equation (5) 


E = 0.311[Cu**]104 (5) 


Thus, the presence of less than 25x 10-°M Cu** may be 
neglected in the iron determination. Actual experiments showed 
that solutions each of which contains 38x 10°°M Cu** and very- 
ing amounts of Fe*** give the same value of extinction as those 
containing no Cu** but the corresponding amounts of Fe**t*. 
When Cut** is present at higher concentrations than the above 
mentioned value the determination of Fe*** becomes impossible. 
From Figure 6 it is shown that the presence of 0.1M sodium 
pyrophosphate completely inhibits the color production of Fe***. 
But it also decreases the color to be produced by Cu**, as seen 
in Table II. 

Orthophosphate: Though it has been known (Abegg and 
Auerbach, 1935) that orthophosphate forms complex ions like 
[Fe(PO4)2|°-, [Fe(PO.4)3j/®, ete., it does not to interfere with 
this iron determination. For instance, solutions containing 
phosphoric acid as high as 0.25M with a definite amount of Fet*+* 
in a medium of 0.5M HCl gave the extinction as that expected 
for the amount of iron. The formation of the above complex 
ions, probably requires the medium of lower acidity. 

Pyrophosphate and metaphosphate ions, on the contrary, 
markedly influence the color production of Fe(CNS)s, the latter 
being more pronounced than the former. The experimental results 
are shown in Figure 6. Pyrophosphate is known (Abbeg and 
Auerbach, 1935) to form complex ions like [Fes(P207).|*, 
fF'e4(P207)5 |& etc., and metapbosphate[Fe(POs3)6|°" ete. However, 
as HCl concentration increases, the interferring action of the 
two phosphates decreases. A solution containing 50x10 °M 
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Figure 6: 
Effect of H,P0O,, NasP,0, and HPO; upon the color Production 
of Ferric Salts with thiocyanate 
({HCl] =0.5 M) 


COMPOSITIONS OF SOLUTIONS. 
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GF Ei) Ose) -O ar es 
Fe** — (MX10°) 50. 20. 100. 50. 10. 50. 10. 
HCl. (M) 05 03 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
H3PO,  (M)_ Vary Vary 
; NagP,O, (M) Vary Vary Vary 
20 HPO3 ~— (M) Vary Vary 
KCNS  (M) 10 1.0 1010 10 10 10 
Total Vol. (c.c.) 10. 10. 10. 10. 10. 10. 10. 
Isoamyl Alc(c.c) 5. 5. 5, 5. 5. 5. 5. 
Temperature 184 2°C. 
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Fe*** and 0.01M P.O,4---- gives at 1M HCl the same color 
intensity as that expected for 50x10-°M Fet** solution. 
Nevertheless, a solution containing 0.05M P:07---- gives only 
little color even at1M HCl. Very high acidity is required to obtain 
color intensity expected for a Fe*** solution containing metaphos- 
phate. These facts can be clearly understood from Figure 7. 
The interfering action of the two phosphates can be eliminated 
more advantageousely by hydrolysing them to orthophosphate. 
That the use of sodium hydroxide for this purpose is unsuitable 
on account of its containing iron as an impurity, was pointed 
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TABLE II. 


Possibility of the Separate Determination of Cupric Ion from 
Ferric Ion by the Application of Pyrophosphate or Metaphosphate. 
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(Qi ifn le) 
Composition: 0.5N HCl with the addition of one drop of 65 percent 
HNO, besides the substances described below: 
ten ance © eae eres a en 
(Mx 10°) | (Mx 10°) (M) oy) 

0 60 0. 0 0.055 

0 60 0.1 0 0.00 

0 120 0 0 0.106 

0 120 0.1 0 0.078 
6 120 0 0 0.106 

0 120 0.025 0 0.108 
10 0 0.28 
10 0 0.1 0 0.00 
10 0 0.00 0 0.265 
10 0 0.1 0 0.00 
10 60 0.0 0 0.33 
10 60 0.1 0 0.024 
10 120 0.0 0 0.400 
10 120 0.1 0 0.06 
50 120 0.0 0 0.900 
50 120 0.025 0 0.920 
12 0.0 0 0.00 

12 0.1 0) 0.00 
10 0 0.00 0 0.520 
10 0 0.1 0 0.00 
10 12 0.0 0 0.273 
10 12 0.1 0 0.00 
60 0 0.0 0.050 

60 0 0.1 0.00 

10 0 0 0 0.27 
100 0 0 0.1 0.00 
10 60 0 1.0 0.351 
10 60 0 0.1 0.00 
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Figure 7: 

The Diminution of the Interferring Action of Pyrophosphate and 
Methaphosphate upon the Color Production of Fe(CNS)s 
with Inerease in HCl Concentration. 

(Gi Sees) 
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out by various workers. When a 0.5N HCl solution containing 
Fet** and one of the phosphates is heated in boiling water with 
the addition of one drop of 65 percent HNO; the phosphate 
undergoes gradually hydrolysis and Fet** gives the color on the 
addition of the thiocyanate. The color increases with the time 
of heating and reaches the maximum after 30 minutes. If HNO; 
is not added the color decreases on longer heating after it has 
reached the maximum. An aqueous solution containing HCl and 
Fe*** but no pyrophosphate or metaphosphate also shows the 
decreased color on the addition of the thiocyanate after it has 
been heated. The addition of one drop of 65 percent HNO; 
either before or after the heating prevents the reduction in color. 
Thus there is little doubt that reduction in color on longer heating 
of the HC] solution of Fe*** is due to the reduction of Fe**+ 
to Fe*t* probably through its interaction with HCl. 0.5N HCl 
solution containing Fe*** and sodium pyrophosphate or meta- 
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Figure 8: 
Recovery of Fe+*++ mixed with Orthophosphate or Methaphosphate 
after Hydrolysing them with 0.5N HCl at 100°. 

The difference between the values of a solution containing 50 x 10-&M 
Fet++,1 drop or HNOs, and no P,O,--~-~-, and 50x10-&M Fet+++, 
and no HNO, is due to the difference in the ferrie ammonium solu- 
tions used, besides the difference in the temperature of the two 
series of experiments. 
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phosphoric acid gave upon heating the color expected for the 
amount of Fe*** added provided one drop of HNOsz is present. 
All these statements may be understood from Figure 8. In the 
figure the extinction of a solution containing metaphosphoric acid 
exceeds that expected for the amount of Fet** added. Experi- 
ments with solutions containing the same amount of metaphos- 
phorie acid but no added iron showed that the excess color is 
merely due to the presence of iron as an impurity in the meta- 
phosphoric acid used. The same thing can be said for the solu- 
tions containing pyrophosphate. 

Effect of Neutral Salts: When reactions involving chemical 
equilibria and distribution of a substance into two or more phases 
are dealt with, the effect of neutral salts together with other 
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medium effects should not be overlooked. 

Table III shows the results of experiments on the effect of 
KCl and NasSO, in aqueous solution upon extinction of the 
aleoholie Fe(CNS)s; solution. Although the increase in the salt 
concentration increases the extinction, their effect to the extent 
can safely be negiected in the ordinary iron determination. 


TABLE IIT. 


Change of Extinction Coefficient of isoamylalcoholic Fe(CNS) 3 
Solution with the Change of Salt Concentration in aqueous Layer. 
(SBE) 

Composition: 1.0M KCNS, 0.2M HCl, 20x10-§M Fet++, and varying 

concentrations of a neutral salt. 
10 ce. of the aqueous solution of the above composition was shaken with 
5 ec. of isoamylalcohol, and its extinction was measured in about 30 minutes. 


KCl: Na.SOx,: 
molar cone. extinction coeff. molar cone. extinction coeff. 
x 7 
0.00 0.42 0.00 0.42 ; 
0.36 0.42 0.05 0.43 
1.08 0.43 0.13 0.43 
1.80 0.46 0.20 0.43 
0.26 0.44 
0.40 0.43 
0.53 0.46 
0.80 0.47 
e332 0.51. 
' CONCLUSION. 


As a result of these critical studies on various factors affect- 
ing the color production, a modified method for micro-determina- 
tion of iron has been established: 

A biological material is first decomposed either by ignition 
according to the method of Elvehjem as described by Farrar 
(1935) or by digestion with sulfurie acid and perchloric acid 
according to Me Farlane (1982) or Kennedy (1927). The test 
solution is so made that it contains about 0.5N of either HC] 
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or H2SO, with 1 drop per 10 ce. concentrated HNO; (0.34 N 
HNO; in test solution). If the solution obtained from ignition 
residue contains pyrophosphate it is heated for 30 minutes in 
boiling water. . 

8 ce. of the cooled solution is put in a glass-stoppered test 
tube and immediately after the addition of 2cc. 5M(48.6 per 
cent) KCNS solution it is vigorously shaken for 20 seconds with 
5 ee. isoamylaleohol. 

The extinction of the alcoholic solution, E, is measured within 
5 minutes by means of Pulfrich’s photometer using No. 3 filter. 
The concentration of [Fe***](mols per liter), in the test solution 
is then obtained from it by the following equation: 

LO>4 E 


‘Wettt+]= 
[ 17 9 


If the extinction is measured in one minute after the 
thiocyanate addition with the aqueous solution (without extract- 
ing Fe(CNS); by isoamylalcohol) the following equation may be 
employed: 


1054 

Pert oer eee Ty 
[ | eS 
APPLICATION. 


1. Determination of iron in yeast: After having been 
washed 3 times by centrifugation with water, yeast (saccharomyces 
serviae) was dried at 50° under reduced pressure and preserved 
in a dessicator over P.O; to a constant weight. About 0.2 ¢m 
of the sample accurately weighed was ignited. ‘The residue was 
dissolved in a certain amount of constant boiling hydrochloric 
acid with subsequent addition of 2-8 drops of 65 percent nitric 
acid and diluted to 25ec. This solution contained about 0.5N 
HCl. 8cce. of the solution was pipetted into the test tube and 
heated in boiling water for 30 minutes.* On cooling to 20° 2ce. 


* Tf the solution is not heated the extinction measured is very low. This 
is due to the presence of pyrdéphosphoric acid formed from phosphoric acid in 


the yeast. 


78 Kk. Shinohara. 


of the 5M KCNS solution was added and treated as described 
above. 

Another sample of about the same amount was put in a 
microkjeldahl flask, to which |ee concentrated sulfuric acid and 
2 drops 60 percent perchloric acid were added. By boiling con- 
tents on a microburner the organic matter was decomposed to 
obtain a clear and almost colorless liquid. This was then diluted 
to 25 ee. with the addition of 2 drops of nitrie acid. This solu- 
‘tion was found to contain roughly 0.4N acid. The extinction 


was determined as deseribed under “Technique’’. 

The ignition method gave 32.7+2.5 mg percent of Fe in yeast 
from 5 determinations, and the wet method 32.8+0.7mg Fe 
from 4 determinations. 

2. Determination of iron in water: 5ce. drinking water 
was put in the test tube and 0.88 ec. constant boiling hydrochloric 
acid, 1 drop 65 percent nitric acid, and 2ec. 5M KCNS solution 
were added. The extinction was measured as described above. 
Thus iron content was found to be 0.019 mg per 100 ce. water. 

This method of iron determination has a great advantage 
over the ordinary method for water analysis in its simplicity 
and accuracy. 

The author would like to express his gratitude to Dr. Jiro 
Takeda for his particular interest in this research and to Mr. 
Kiyonao Shirai for his technical assistance. 
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UBER DIE ARGINASEWIRKUNG DER 
GESCHWULSTE. 


III. Mitteilung: Arginasewirkung von Magencarcinom 
des Menschen. 


VON 


MASARU KATJU. 


(Aus dem Utzino-Laboratoriwm des Instituts fiir Chemische 
Forschung an der Kaiserlichen Universitat Kyoto. 
Vorstand: Prof. Dr. 8. Utzino.) 


(Eingegangen am 4. August 1938) 


In der vorigen Mitteilung (1938) gebe ich meine Beobach- 
tungen der Arginasewirkung der Geschwiilste einiger Tierarten 
bekannts. Das Kaninchensarkom und -carcinom sowie Mause- 
carcinom bauten deutlich das zugesetzte Arginin ab. Das Hiihner- 
sarkom zeigte dagegen die schwachste Arginasewirkung. Die 
Betrachtung einer grodsseren Anzahl] dieser Ergebnisse liess 
eindeutig erkennen, dass alle malignen Tumoren der Sadugetiere, 
gleichgiltig ob Carcinom oder Sarkom, sich durch ihren hohen 
Arginasegehalt auszuzeichnen pflegen. 

Von Edlbacher und Merz (1927) wurden schon verschiedene 
menschliche Carcinome auf ihre argininspaltende Fiahigkeit ge- 
pruft, wobei sie eine starke Arginasewirkung in diesen Tumoren 
konstatierten. Dass ein erhohter Arginasegehalt dem Tumorgewe- 
be eigen ist, wurde durch die Arginasebestimmung in nicht- 
carcinomatoésem Gallenblasengewebe und in Galle bewiesen, in 
denen keine Arginase beobachtet wurde, wahrend ein Nachweis 
derselben bei einem Carcinom der Gallenblase mit Sicherheit 
gefiihrt werden konnte. 

In vorliegender Arbeit nun habe ich die Argininspaltungs- 
fahigkeit des Magencarcinoms von Menschen unter Berticksichti- 
gung ihrer histologischen Befunde beobachtet. Es sei hier auf 
7 Carcinomfalle des Menschen verwiesen. Die Carcinomgewebe 
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des Magens von Menschen zeigten ebenso wie die Tiertumoren 
eine verhiltnismissig deutliche Arginasewirkung. Wenn man 
dies Ferment dureh Mangansulfat in einer Konzentration von 
1/3000 Mol. aktiviert, so ist ebenfalls eine sehr verstarkte 
Arginasewirkung (Vollaktivitat) feststellbar, wonach also die 
Aktivierbarkeit verhiltnismassig erhoht zu sein scheint. 
Fiir den ersten Fall betrigt der Spaltungswert nur ca. 3% 
des Gesamtarginins, was somit einen minimalen Wert darstellt, 
fiir den zweiten und dritten ca. 7-8%. Bei den vier anderen 
Fallen, also bei dem 4., 5., 6. oder 7. Fall, wurde dagegen ein 
starker Abbau des zugesetzten Arginins beobachtet, d. h. ein Abbau 
um ca. 10-20% des Gesamtarginins (Tabelle 1). Auch im Aktivie- 


TABELLE I, 


Arginasewirkung des Magenecarcinoms (Mensch) 


ohne Mangansulfat mit Mangansulfat 
Histolo- 
Zunahme Zunahme gisches 
Fall der der Bild des 
0,02n- Sees 0,02n- re ans Wachs- 
Siure e Siure g tums 
(eem) (ecm) 
1. (Driisenzellenkrebs) 1,20 Oe 6,20 14,2 | undeutlich 
2. (Driisenzellenkrebs) 3,00 6,9 5,80 1353 undeutlich 
3. (Zylinderepithelkrebs) 3,50 8,0 8,30 | 19,1 etwas 
deutlich 
4, (Zylinderepithelkrebs) 5,30 12,2 18,90 43,5 deutlich 
5. (Driisenzellenkrebs) 9,00 20,7 21,50 49,5 deutlich 
6. (Zylinderepithelkrebs) 4,50 10,3 21,00 48,3 deutlich 
7. (Driisenzellenkrebs) 4,2 9,6 14,30 32,6 deutlich 


rungszustand zeigten die ersten 3 Fille eine schwache Ar- 
ginasewirkung, die vier anderen dagegen eine stiirkere. Die 
Ergebnisse betreffs der Arginasewirkung dieser 7 Carcinomfille 
mochte ich weiter unter gleichzeitiger Beriicksichtigung der 
histologischen Befunde erdértern. 

Diese histologischen Befunde sind folgende: 1. Fall; Driisen- 
zellenkrebs (Gallertkrebs), 2. Fall; Driisenzellenkrebs (Carcinoma 
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simplex), 3. Fall; Zylinderepithelkrebs (Gallertkrebs), 4. Fall; 
Zylinderepithelkrebs, 5. Fall; Driisenzellenkrebs (Carcinoma simpl- 
ex), 6. Fall; Zylinderepithelkrebs und 7. Fall; Driisenzellenkrebs. 
Was den Proliferationszustand dieser Carcinomfille anbetrifft, 
habe ich vorsichtig die folgenden vier Faktoren als Massstab in 
Betracht gezogen. 1) Anzahl der Kernteilungen, 2) Differenzie- 
rung der Zellen, 3) Unregelmissigkeit in Grésse und Anordnung 
der Zellen und 4) Gewebsreaktion. Der erste Fall zeigte ein Bild 
von sehr Jangsamem Wachstum. Im zweiten war ebenfalls kein 
Bild des schnellen Wachstums erkennbar, im dritten bemerkte man 
das Bild eines etwas schnelleren Wachstums. Das histologische 
Bild der vier anderen Falle zeigte demgegeniiber einen sehr aktiven 
Wachstumszustand, besonders auffallend im 4. Falle. 

Wenn man diese histologischen Befunde mit den oben er- 
wahnten Ergebnissen der Arginasewirkung des Krebsgewebes 
vergleicht, gelangt man zu der bemerkenswerten Feststellung, 
dass sich in den Tumorzellen mit aktivem Wachstumsbild eine 
stirkere Arginasewirkung des Carcinomgewebes nachweisen lasst. 
Hier sei also hervorgehoben, dass die Arginasewirkung des Magen- 
krebses von Menschen, unaktiviert oder aktiviert, mit dem Pro- 
liferationszustand der Krebszellen in Beziehung stehen diirfte. 
Diese Beobachtung lasst mich daran denken, dass Edlbacher 


TABELLE II 


Arginasewirkung des Umgebungsgewebes von Magencareinom (Mensch) 


ohne Magansulfat mit Mangansulfat 

(cem) @ (eem) 
1. (Driisenzellenkrebs) 0,90 OM 15:20 Pad 
2. (Driisenzellenkrebs) 0,85 1,9 1,50 3,4 
3. (Zylinderepithelkrebs) 1,00 253 2,70 6,2 
4, (Zylinderepithelkrebs) 1,00 23 5,20 ee 
5. (Driisenzellenkrebs) 1,40 3,2 3,00 6,9 
6. (Zylinderepithelkrebs) 1,00 2,3 38,70 8,5 
7. (Driisenzellenkrebs) 0,85 1,9 2,90 6.6 
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und Koller (1934) einen engeren Zusammenhang zwischen Ar- 
ginasewirkung und Wachstumsprozess der Zellen in Betracht ge- 
zogen haben. 

Zur Kontrolle habe ich weiter die Arginasewirkung des nicht- 
carcinomatosen Umgebungsgewebes von Magencarcinom (Schleim- 
haut, Submucosa und ein Teil der Muskelschicht) untersucht, 
wobei ich eine sehr schwache hydrolysierende Wirkung auf Ar- 
ginin beobachtete (Tabelle IT). 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


An dem chirurgisch aus dem Magen des Carzinomkranken 
entfernten Tumor wurde méglichst schnell, innerhalb einer Stunde, 
die experimentelle Behandlung vorgenommen. Ein kleines Sttick 
dieses Tumorgewebes wurde in Formalin fixiert und zur _histo- 
logischen Untersuchung benutzt. Ein anderer grosser Teil wurde 
sorgfaltig vom nekrotischen Gewebe und vom nichtcarcinomatosen 
Umgebungsgewebe abpripariert. Zur Verwendung gelangten das 
Tumorgewebe und das Umgebungsgewebe. 

Enzymlosung: Das Tumorgewebe oder Umgebungsgewebe 
wurde fein geschnitten, im Morser mit dem dreifachen Volumen 
Glycerin- Wasser (5:5) mit Essigsaure in einer Konzentration von 
0,05 %igem Gehalt gut zerrieben, durch ein feines Sieb koliert 
und schliesslich unter einer Toluolschicht im EHisschrank auf- 
bewahrt. Fir jeden Versuch wurde je 1 cem dieser Enzymlisung 
verwendet. 

Versuchsansatz: 5cem 2%iger Argininchlorhydratlésung 
wurden mit 8cem 0,1 Mol Glyeocoll-NaCl-NaOH-Puffer von PH 
9,2, leem Enzymlésung und 1 eem Wasser unter Toluolzusatz bei 
37° digeriert. Zur Aktivierung wurde statt 1 ecm Wasser 1 cem 
Mangansulfatlosung von 0,005 Mol zu der Versuchslisung hin- 
zugesetzt und die Loésung mit Argininpufferlésung, wie oben 
dargestellt, der Digestion bei 37° unterworfen. 

Nach 24 stiindiger Digestion wurde der gebildete Harnstoff 
in 15 cem Digestionslosung nach der Ureasemethode in Ammoniak 
uiberfiihrt, das nach der Folinschen Methode in die berechnete 
Menge von 0,02 n-Schwefelsiure abdestilliert wurde. Zur Kon- 
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trolle wurden Versuche mit Argininidsung ohne Enzym einerseits 
und mit Enzymlésung ohne Substrat anderseits angestellt. Die 
betreffenden Kontrollwerte wurden von den Werten der Haupt- 
versuche abgezogen. In den Tabellen sind die zur Neutralisation 
verbrauchte Siuremenge (cem 0,02 n-SO4H2) und der Prozentsatz 
der zersetzten Argininmenge fiir das Gesamtarginin angegeben. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Im Mazerationssaft des Magenecarcinoms yon Menschen 
wurde eine eigene Arginasewirkung festgestellt, die sich viel starker 
als die im Mazerationssaft des nichtcarcinomatosen Umgebungs- 
gewebes des Magencarcinoms erweist. 

2. Je deutlicher der histologische Carcinombefund ein Bild 
des aktiven Wachstumsprozesses zeigt, desto starker scheint dieser 
Tumor das zugesetzte Arginin abzuspalten. 

Zum Schluss ist es mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. 
S. Utzino fiir seine unmitteilbare Leitung bei Ausfiihrung dieser 
Arbeit meinen besten Dank auszusprechen. 
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BILDUNG DER 7-OXY-3.12-DIKETOCHOLANSAURE 
AUS DEHYDROCHOLSAURE DURCH 
PROTEUSBAZILLEN. 


VON 


TANENAO MORI. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Med. Fakuwltét Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 6. August 1938) 


Neuerdings wurden zahlreiche Untersuchungen iiber die 
biologische Hydrierung der Ketogallensaiure und der Ketoderivate 
von Sterin im Tierorganismus sowie durch Mikroorganismen 
angestellt, wodurech der Bildungsmechanismus der Gallensiéiure 
im Organismus zum Teil aufgeklart werden konnte. Seit langem 
ist bekannt, dass das Cholesterin durch Darmbakterien unter 
sterischer Umlagerung zu Koprosterin reduziert wird, was von 
Bischoff (1930) und Dam (1934) in der Faces bestiatigt wurde. 

Was die biologische Reduktion der Ketogallenséure durch 
Mikroorganismen betrifft, so wurde zuerst von Fukui (1937) beim 
Kultivieren der Colibazillen mit Dehydrocholsaure eine partiell 
hydrierte 7-Oxy-3.12-diketocholansaure erhalten und von Sihn 
(1938) in gleicher Weise die Bildung der Chenodesoxycholsaure 
aus 3.7-Diketocholansdiure durch Colibazillen nachgewiesen. 

Solche biologische Hydrierung der Ketogallensaure und des 
- Sexualhormons wurde auch bei Hefezellen beobachtet, indem von 
Kim (1937) bei Sulfitgahrung aus 3.12-Diketocholansdure eine 
partiell hydrierte a-3-Oxy-12-ketocholansaure und yon Mamoli 
u. Vercellone (1936/37) bei normal gahrender Hefe aus Trans- 
Dehydroandrosteron ein Androstendiol oder aus Androstendion 
ein Testosteron gewonnen wurde. Nun habe ich diesmal anstatt 
Colibazillen Proteusbazillen als Hydrogenase (Stephenson u. 
Stickland 1930) gewihlt, die von diesen, wie von Colibazillen, 
betrichtlich produziert wird. < 

Aus dem Kulturgemisch von Proteusbazillen und 3. 7. 12- 
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Triketocholansiiure wurde ebenfalls eine partiell hydrierte 7-Oxy- 
3.12-diketocholansiure in geringer Ausbeute gewonnen. Diese 
selektive Hydrierung der Carbonylgruppe in der Stellung am C7 
des Gallensiiuremolekiils muss also als charakteristisch fiir solche 
Bazillenhydrogenase hervorgehoben werden, da die chemisch kunst- 
liche (Schenck 1909; Wieland u. Bérsch 1922; Borsche u. 
Hallwass 1922) oder im Tierorganismus stattfindende Reduk- 
tion (Yamasaki u. Kyogoku 1935) der Dehydrocholsaure unter 
partieller Hydrierung der Ketogruppe in der Stellung an Cz; in 
a- bzw. $-3-Oxy-7.12-diketocholanséuren vei wandelt wurde. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


Mit 7 Zuchtkolben wurden nach Fukui (1937) Proteus- 
bazillen mit Dehydrocholsdure (7g) je unter Zusatz von 3 ihrer 
schiefen Agarkulturen im Brutschrank bei 37-38° acht Monate 
lang kultiviert. Wa&ahrend dieser Zeit wurden die Kolben taglich 
einmal vorsichtig geschiittelt. Die Proteusbazillen wurden freund- 
licher Weise vom hiesigen bakteriologischen Institut zur Ver- 
fiigung gestellt, woftir ich hier herzlich danken méchte. Sie 
wurden bei 37° 24 Stunden lang auf dem Agarnahrboden 
kultiviert. Wahrend der Zeit von 8 Monaten wurde ihre Reinheit 
vorsichtig durch bakteriologische Untersuchungen genau kon- 
statiert. 

Zur Isolierung der 7-Oxy-3.12-diketocholansaure wurde das 
gesamte Kulturgemisch im Vakuum auf ein kleineres Volumen 
eingeengt und mit Ammoniak alkalisch gemacht. Dann wurde 
es von der ungelosten Masse abfiltriert und die Lésung weiter 
eingeengt, wobei sich eine Fallung abschied. Die Fallung wurde 
abfiltriert, in Wasser suspendiert und mit verdiinnter Salzsiure 
zerlegt. 

Darauf wurde sie aus verdiinntem Alkohol einige Male um- 
krystallisiért. Nadeln vom Schmelzpunkt 237°. Sie zeigten mit 
reiner Dehydrocholsaure keine Schmelzpunktdepression. Aus- 
beute 0,3g. Das von der unveriainderten Dehydrocholsiiure ab- 
filtrierte ammoniakalische Filtrat wurde mit verdiinnter Salz- 
sdure ausgefallt. Die mit Wasser gut gewaschene Fallung wurde 
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durch Alkohol ausgezogen, der Alkoholauszug mit Wasser verdiinnt 
und unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsdure mit Petrolather 
einige Male geschiittelt, um fettige Substanzen zu entfernen. 
Diese alkoholische Lésung wurde durch Zusatz von Ammoniak 
schwach alkalisch gemacht und abgedampft, um den Alkohol und 
Petrolather zu verjagen. Dann wurde die Lésung mit verdiinnter 
Salzsdure vollstindig ausgefallt. Die Fallung wurde abgesaugt, 
in Aceton gelést und mit Wasser verdiinnt, wobei sich eine 
anfanglich dlige, spater krystallinisech werdende Masse abschied. 
Diese wurde mehrmals aus Essigester umkrystallisiert. Plattchen 
vom Schmelzpunkt 195°. Ausbeute 32,lmg. Sie zeigten mit 7- 
Oxy-3.12-diketocholansaure keine Mischschmelzpunktdepression. 
Sie losen sich in alkalischer Pikrinséurelésung mit orangeroter 
Verfarbung (Zimmermann 1935). Liebermann-Reaktion: gelb- 
orangerot. Sie sind in Alkohol, Aceton und Essigester leicht 
léslich. 


3,805 3,850 mg Subst.: 9,920, 10,070 mg COz;, 3,085, 3,115 mg H.O. 
CosH3g05 Ber. C 71,24 H 8,97 
Gef. » 71,10 71,33 » 9,07; 9,05 


Methylester der Séure. Der Ester wurde mit atherischer 
Diazomethanlosung hergestellt und aus Methano] umkrystallisiert. 
Biischelférmig angeordnete Nadeln vom Schmelzpunkt 155°. Sie 
zeigten bei Mischprobe mit reinem 7-Oxy-3.12-diketocholansiure- 
methylester keine Schmelzpunktdepression. 


3,675 mg Subst.: 9,642 mg COs, 3,055 mg H,O. 
@3,H.0; Ber. C 71,78 H 9,09 
Gef. » 71,56 » 9,30 
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UBER DIE BEZIEHUNG DER HYPOGLYKAMISCHEN 
WIRKUNG DER GALLENSAURE ZU IHRER 
CHEMISCHEN KONSTITUTION. 


VON 


GORO SUGIYAMA. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Med. Fakultaét Okayama, 
Vorstand: Porf. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 6. August 1938) 


Durch die Untersuchungen von Misaki (1927), Adlersberg 
u. R6th (1927) und Murakami (1928) ist bekannt worden, dass 
die Cholsaure sowie die Dehydrocholsiure eine hypoglykaémische 
Wirkung haben, wozu nach Tanaka (1931/32) die sekundire 
Alkoholgruppe oder Ketogruppe im Gallenséuremolekiil unbedingt 
notwendig ist. 

Es gibt zwei Reihen gewohnlicher Stammgallensdéuren, von 
denen die eine Cholanséure ist, deren Ringe A u. B in Form von 
cis-Dekalin (I) zueinander stehen; die andere ist die Allocholan- 
sdure, deren Ringe A u. B in Form von trans-Dekalin (II) stehen, 
obwohl die letztere Form in der Natur noch nicht gefunden worden 
ist. 

Jedoch hat Windaus (1926/27) bewiesen, dass die a-De- 
hydrohyodesoxycholsaure, 3.6-Diketo-cholansdure durch Alkali 
leicht in die 6-Dehydrohyodesoxycholsdure, 3.6-Diketo-allocholan- 
siure umgelagert wird. 

Um die chemisch konstitutionelle Beziehung der Gallensaure 
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za ihrer hypoglykdamischen Wirkung genauer zu studieren, habe 
ich diesmal unter genau gleichen Bedingungen die hypoglykamische 
Wirkung der 3.6-Diketo-cholansiure und die der 3.6-Diketo- 
allocholansdéure vergleichsweise untersucht. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Zum Versuch wurden gut ausgewachsene, kraftige Kanin- 
chen verwendet, die unter moglichst gleichen Bedingungen ge- 
fiittert worden waren. 

Nach Feststellung des Ausgangswertes des niichternen Blut- 
zuckers wurden 2-4-6 cem einer 0.5%igen Natriumsalzlosung von 
3.6-Diketo-cholanséure oder 3.6-Diketo-allocholansaure pro kg 
subkutan verabreicht und danach in kurzen Zeitintervallen der 
Verlauf der Blutzuckerkurve verfolgt. Die Blutzuckerbestim- 
mung wurde nach der Methode von Hagedorn und Jensen 
ausgefiihrt. Die 3.6-Diketo-cholansiure (Fp. 161°) und 3.6- 
Diketo-allocholansdure (Fp. 209°) wurden beide durch Oxydation 
von Hyodesoxycholsdure und 3-Oxy-6-keto-allocholansaure (F ern- 
holz 1935 u. Sugiyama 1937) in Schweinegalle gewonnen. 


Fig. 1. 
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TABELLE I. 
Versuch 1. 
a-Dehydrohyodesoxycholatliés. 4cem pro kg. 
Lee Blutzucker Blutzucker nach Stunden Stirkster 
: vor der (%) Her- 
gewicht Injekti ; 
in g njektion absetzungs- 
in % 1 2 3 4 5 6 grad (%) 
1850 0,100 0,098 | 0,091} 0,091] 0,092} 0,092] 0,093 9,0 
2150 0,098 0,098 | 0,092 | 0,090} 0,093} 0,092] 0,093 8,2 
2340 0,089 0,088 | 0,082 | 0,087] 0,086} 0,087 | 0,087 7,9 
1800 0,084 0,088 | 0,084] 0,076] 0,082} 0,082) 0,082 9,5 
2280 0,084 0,084 | 0,078! 0,083} 0,082} 0,082] 0,082 link: 
Versuch 2. 
a-Dehydrohyodesoxycholatlos. 5ecem pro kg. 

Korper- Blutuucker Blutzucker nach Stunden Stirkster 
at vor der (%) Her- 

8 oe Injektion absetzungs- 
ae in Y a » 3 4 5 6 grad (%) 
2020 0,089 0,091} 0,091 | 0,081 | 0,084] 0,084) 0,089 9,0 
1500 0,093 0,093 | 0,089! 0,086} 0,089} 0,089] 0,090 T50 
2300 0,102 0,108) 0,103) 0,094} 0,095] 0,097| 0,101 7,8 
2280 0,099 0,095 | 0,095) 0,088} 0,092 | 0,093} 0,093 11,1 
2250 0,100 0,101} 0,099} 0,090} 0,091) 0,097| 0,098 9,0 

Versucn 8. 
a-Dehydrohyodesoxycholatlos. 6cem pro kg. 

Kérver Blutzucker Blutzucker nach Stunden Stirkster 
ee vor der Jo) Her- 
SOIREE Injektion absetzung's- 
aed 2 in % 1 2 3 4 5 6 | grad (%) 
2250 0,110 0,106} 0,099] 0,102} 0,099] 0,104} 0,103 10,0 
2280 0,080 0,083} 0,080] 0,078] 0,082 | 0,082 |. 0,085 11,4 
2290 0,095 0,093 | 0,084} 0,083} 0,092] 0,089] 0,087 12,6 
2340 . 0,089 0,088] 0,089 | 0,078] 0,087] 0,084] 0,081 12,4 
2100 0,105 0,104! 0,097) 0,093} 0,096} 0,100} 0,099 11,4 
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TABELLE IT. 
Versuch 1. 
B-Dehy drohyodesoxycholatl6s. 4 ccm pro kg. 
an Blutzucker Blutzucker nach Stunden Starkster 
i vor der (%) Her- 
oe Injektion absetzungs- 
eae in % 1 2 3 4 5 6 | grad (%) 
1640 0,096 0.096} 0,092) 0,084} 0,090} 0,092} 0,090 12,5 
2290 0,095 0,094 0,091] 0,084] 0,089} 0,090} 0,093 11,6 
2290 0,100 0,097 | 0,098} 0,085] 0,092} 0,099} 0,095 5.0 
2280 0,093 0,090 | 0,087} 0,083) 0,090} 0,084] 0,084 10,8 
2030 0,092 0,090} 0,085} 0,080} 0,086 | 0,087} 0,088 13,0 
Versuch 2. 
B-Dehydrohyodesoxycholatlos. 5¢em pro kg. 
Kérver Blutzucker | Blutzucker nach Stunden Stirkster 
ae vor der % Her- 
8g rn Injektion absetzungs- 
an Ss. in % 1 2 3 4 5 6 grad (%) 
1860 0,102 0,091] 0,087 | 0,088} 0,092} 0,086] 0,091 14,7 
2200 0,101 0,096 | 0,089] 0,095} 0,092] 0,092} 0,099 11,9 
2340 0,093 0,090 | 0,086 | 0,077} 0,085 | 0,090} 0,087 17,2 
2300 0,095 0,089 | 0.082) 0,088) 0,093] 0,086} 0,089 Bi 
2200 0,099 0,093} 0,088 | 0,084| 0,087 | 0,089} 0,087 15,2 
Versuch 3. 
B-Dehydrohyodesoxycholatlés. 6cem pro kg. 
Kérver- Blutzucker Blutzucker nach Stunden Stirkster 
meee, vor der (% Her- 
ae Injektion absetzungs- 
in % iL 2 5} 4 ‘53 6 grad (%) 
1900 0,099 0,091} 0,084} 0,076] 0,080] 0,080) 0,081 23,2 
1910 0,105 0,097 | 0,086 | 0,097] 0,092] 0,099] 0,101 18,6 
2000 0,102 0,090} 0,083 | 0,097] 0,091 | 0,093} 0,101 135 
2280 0,084 0,077 | 0,071 | 0,075] 0,074} 0,073| 0,077 1555 
1800 0,108 0,104 | 0,092) 0,088] 0,097} 0,101} 0,099 18,5 
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ERGEBNISSE. 


Aus Tabelle I u. IT und Figur 1 ist ersichtlich, dass die 
Zufuhr von 3.6-Diketo-cholansiure oder 3.6-Diketo-allocholan- 
sdure ausnahmslos einen Abfall des Niichtern-Blutzuckers hervor- 
ruft, genau wie es bei der Dehydrocholsiure, 3.7.12-Triketo-cholan- 
sdure der Fall war. Der Abfall des Niichtern-Blutzuckers tritt 
im allgemeinen 2-3 Stunden nach der Zufuhr dieser Diketosiuren 
ein, um nach 6 Stunden wieder den Ausgangswert zu erreichen. 

Der Niichtern-Blutzuckerwert wird dementsprechend durch 
Zufuhr von 4-5-6 cem einer 3.6-Diketocholatlésung um 7.1-9,5 %, 
7,5-11,1 %, und 10,0-12,6 % herabgesetzt; bei Zufubr der gleichen 
Mengen 3.6-Diketo-allocholatlésung wird er um 10,8-15,0 %, 11,9- 
15,2 % und 15,5-23,2 % herabgesetzt. Die hypoglykamische Wir- 
kung der 3.6-Diketo-allocholanséure ist also starker als die der 
3.6-Diketo-cholansaure. Der Wirkungsunterschied beider Diketo- 
sauren beruht sicher auf der cis-und trans-Stellung des Wasser- 
stoffatoms in der Stellung am C; des Diketogallensduremolekils. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Sowohl 3.6-Diketo-cholanséure als auch 3.6-Diketo-allo- 
cholansiure setzen den Niichtern-Blutzuckerwert des Kaninchens 
herab und diese Herabsetzung tritt bei letzterer stérker auf als 
bei ersterer auf. 
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BEZIEHUNG DES KREATINS ZU DER DIE LEBER- 
GLYKOGENIE FORDERNDEN WIRKUNG 
DER GALLENSAURE. 


VON 


GORO SUGIYAMA. 


(Aus dem Bicchemischen Institut der Med. Fakultéit Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 6. August 1938) 


Seit der Entdeckung der Kreatinphosphorsiure im Muskel 
durch Fiske u. Subbarow (1927) wurde ihrer Rolle im Kohle- 
hydratstoffwechsel des Muskels grosse Bedeutung beigelegt, da 
sie beim Zuckerabbau fiir die Phosphorylierung des Zuckers als 
Phosphorsaéuredonator, Phosphagen, funktioniert ; und zwar wird 
sie bei Muskelkontraktion in ihre Komponenten gespalten und 
bei der Erholung des Muskels wieder in Kreatinphosphorsaure 
zuruckgebildet, wie von Lohmann (1934) bewiesen wurde. 

Dieses Kreatin wird bekanntlich im Muskel gebildet und 
nach Zacher! (1937) gelangt es durch das Blut in die Leber, 
wo es in Kreatinin verwandelt und im Harn ausgeschieden wird. 

Diese Kreatininausscheidung im Harn wird durch Zufuhbr 

von: Gallensiure herabgesetzt, was von Kaziro u. Taku (1929) 
nachgewiesen wurde, und die Kreatinbildung im Muskel nach 
Ikoma (1928) dadurch vermindert. 
Daher muss die die Glykogenie der Leber férdernde Wir- 
kung der Gallenséure, welch letztere bekanntlich in der Leber 
gebildet wird, mit der Menge des Kreatins in der Leber eng 
verkntipft sein, welches aus den Muskeln in die Leber durch das 
Blut tibergefiihrt wird. 

Neuerdings hat Kyogoku (1938) bewiesen, dass die Aus- 
scheidung des Kreatins im Harn durch Zufuhr von Cholsadure 
vermehrt, aber die des Kreatinins dadurch vermindert wird, und 
zwar so, dass die gesamte Menge von Kreatin und Kreatinin im 
Harn als ganzes dadureh etwas vermindert wird. 


OT 
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Aus diesem Versuch geht hervor, dass durch Zufuhr von 
Cholsiure das Gleichgewicht zwischen Kreatin und Kreatinin zu 
Gunsten des Kreatins verschoben wird, was auf der durch 
Gallensiure vermehrten Pufferung im Blut und auf der Ver- 
schiebung der Wasserstoffionenkonzentration des Blutes zur al- 
kalischen Seite hin beruhen kénnte. Diese vermehrte Pufferung 
und Verschiebung des PH-Wertes in der Korperfltissigkeit nach 
der alkalischen Seite hin wurde bereits von Itoo (1930/31) und 
Kuramoto (1934) nachgewiesen. 

Die durch Gallensiure bedingte Vermehrung des Kreatins 
im Verhaltnis zum Kreatinin muss also mit der die Glykogenie 
der Leber fordernden Wirkung der Gallenséure in inniger Be- 
ziehung stehen, eine Wirkung, welche bereits von Karasawa 
(1926/27), Hatakeyama (1928), Kobayashi (1928), Kawada 
(1931), Watanabe (1932/35) und Maeda (1938) festgestellt 
wurde, die zeigten, dass sie mit dem durch Gallenséiure gefor- 
derten Nucleinstoffwechsel und mit der durch Gallensaure ver- 
mehrten Phosphatpufferung in der Korperfliissigkeit in inniger 
Beziehung steht, indem durch die dabei vermehrt gebildeten 
Nucleinsaiurespaltprodukte, wie z. B. Adenylsaiure, Adenosin, 
Adenin (Watanabe 1932 u. Mayeda 1938), sekundares Phos- 
phat (Fuzita 1931/32), die Glykogenie der Leber gesteigert 
wird. 

Besonders da die Gallenséure die Phosphorylierung des 
Zuckers in der Leber und Niere (Uraki 1931) fordert, muss die 
die Glykogenie fordernde Wirkung der Gallensiure mit der 
Funktion der Kreatinphosphorsdéure bzw. mit der Kreatinbildung 
im Organismus zusammenhingen. 

Im Hinblick hierauf habe ich den Einfluss des Kreatins auf 
die Glykogenbildung der Leber von Ratten, sowie seinen Hin- 
fluss auf die die Glykogenie der Leber férdernde Wirkung der 
Gallensdure und des Phosphatpuffers untersucht, um den Wir- 
kungsmechanismus der Gallensiure bei der Glykogenie der Leber 
noch weiter aufzukliaren. 

Ich konnte durch diesen Versuch feststellen, dass die Glyko- 
genie aus Glukose durch subkutane Zufuhr von Kreatin stark 
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gefordert wird. Letzteres wurde aus Krétenmuskel dargestellt 
und mir von Herrn Dr. H. Hayashi iiberlassen, wofiir ich ihm 
hier meinen herzlichen Dank aussprechen mdéchte. 

Die die Glykogenie der Leber férdernde Wirkung der Gallen- 
sdure sowie des Phosphatpuffers wird durch Mitzufuhr von Kreatin 
weiter verstarkt. Die die Glykogenie der Leber fordernde Wir- 
kung der Gallensiure beruht also nicht nur auf dem gesteigerten 
Nucleinstoffwechsel, sondern auch auf der Verschiebung des 
Kreatin-Kreatiningleichgewichtes zu Gunsten des Kreatins. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Zum Versuch wurden erwachsene, kraftige, weisse Ratten 
verwendet, die eine Woche lang mit einer bestimmten Nahrung 
gefuttert worden waren. 

Zuerst wurde als Kontrolle einer Gruppe der Ratten, die 24 
Stunden im Hunger gehalten wurden, leem einer 40 %igen 
Glukoselosung pro 100 g per os mittelst Schlundsonde verabreicht. 
Da die Glykogenie der Leber je nach der Jahreszeit verschieden 
auftritt, so wurde beim eigentlichen Versuch immer gleichzeitig 
ein Kontrollversuch ausgefthrt. 

Zum eigentlichen Versuch wurden auch 24 Stunden lang im 
Hunger gehaltene Ratten gebraucht. Der Ubersichtlichkeit halber 
ist die Versuchsanordnung in folgender Tabelle zusammengestellt. 


ar 


Gruppe 
x MSO NEB “| 4. 5 6 
Substanz 100¢ 
40% Glukoselés. (cem) 1,01 1,0! 1,0] 1,0] 1,0| 1,0 | per os 
1% Cholatlés. (cem) 0,3 0,3 subkutan 
Phosphat-Pufferlés. (cem) (PH 7,4) 0,5 0,5 | subkutan 
Kreatin (ng) 5-201 5-20]5-20! subkutan 


Das Kreatin wurde als 1%ige Losung verabreicht. Die 
Ratten wurden 3 Stunden nach der Verfiitterung des Zuckers. 
unter Verblutung aus der Carotis getétet und die Leber méglichst 
schnell herausgenommen und abgewogen. 

Als Glykogengehalt der Leber wurde der durch Hydrolyse 
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nach der Methode von Iwasaki und Mori abgespaltene Zucker 
nach Bertrand bestimmt und als Glykogen berechnet angegeben. 

Die Resultate sind in folgenden Tabellen I-IV zusammen- 
gefasst. 


TABELLE I, 


A Glucose. 
Korpergewicht (¢) Glykogen 
= Lebergewicht : 2 
vor nach (g) 
dem Hungern a | ue 
140 | 132 4,1 54,30 | 1,32 
172 161 5,4 60,90 1,13 
105 96 3,6 30,92 | 0,86 
109 103 Re 33,90 1,03 
105 99 4,0 35,00 0,88 
84 | 79 3,0 28,75 0,96 
Durchschnittswert 1,03 
B Natriumcholat. 
Korpergewicht (g) Glykogen 
Lebergewicht 
vor nach (g) 
dem Hungern oa % 
112 105 4,6 53,80 ; dell g i 
105 95 4,0 50,20 | 1,26 
79 70 3,0 48,25 1,61 
134 125 3,1 54,35 iy} 
108 100 3:9 68,25 1,75 
123 113 oso 52,65 1,60 
Durchschnittswert P53 
C Glueose. 
K6rpergewicht (g) 2 Glykogen 
Lebergewicht — = 
vor nach (g) 
dem Hungern ys To 
87 76 2:5 13,90 0,56 
130 122 4,6 36,40 0,79 
167 157 4,5 27,09 0,60 
218 210 7,0 57,05 0,82 
142 136 5,0 45,45 0,91 
128 119 4,1 26,05 0,64 
164 157 4,8 43,55 0,91 


Durchschnittswert 0,77 
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Phosphatpuffer. 
Korpergewicht (¢) Glykogen 
Lebergewicht — — 
vor nach (g) ot oh 
dem Hungern 8 a 
151 142 6,6 37,25 0,56 
135 131 4,4 27,10 0,62 
158 149 6,4 52,05 0,81 
132 126 5,3 46,05 0,83 
149 142 5,1 53,80 1,05 
66 61 aya 24,50 0,79 
110 104 ae) 28,70 0,74 
Durchschnittswert 0,78 
TABELLE IT. 
Kreatin (5 mg). 
K6rpergewicht (¢) Glykogen 
— Lebergewicht 
vor nach (g) 
dem Hungern an 7% 
142 133 5,2 45,75 b 0,88 
171 160 5,5 39,65 0,72 
159 150 4,2 31,20 0,74 
127 119 3,2 22,70 0,71 
105 95 2,0 22,15 0,89 
100 93 2,6 21,50 0,84 
146 134 3,0 24,02 0,80 
Durchschnittswert 0,80 
Kreatin (20mg). 
Korpergewicht (g) Glykogen 
Lebergewicht 
vor nach (g) 
dem Hungern sie 7% 
87 79 Dyk 45,15 1,46 
99 95 Bef 49,20 1,33 
89 83 Dye 47,18 1,438 
92 84 3,0 37,48 1,25 
85 75 2,7 38,33 1,42 
83 Thi 3,2 49,75 ibrar} 
87 80 3,3 39,62 1,20 


Durchschnittswert 
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TABELLE III. 


A Kreatin (5 mg) +Natriumcholat. Glucose. 
K6rpergewicht (¢) Glykogen 
Lebergewicht : 
vor nach (g) 
dem Hungern ai % 
100 93 3,3 34,30 1,04 
93 85 Wis 39,70 1,07 
95 85 3,5 42,25 1,21 
90 84 3,6 38,95 1,08 
113 103 3,8 43,53 ale bs 
101 92 3,2 36,10 ible 
143 132 4,1 52,80 1,29 
Durchschnittswert 1,14 
B Kreatin (20 mg) + Natriumcholat. Glucose. 
Korpergewicht (2) Glykogen 
Lebergewicht 
vor nach (g) fi % 
dem Hungern 8s 7 
127 117 Sil 67,70 1,83 
129 122 4,1 62,97 1,54 
105 95 3,9 66,99 ACTA 
108 100 3,8 64,65 1,70 
138 131 4,4 63,80 1,45 
120 aes 6,4 100,75 1,56 
108 100 353 52,65 1,60 
Durchsehnittswert 1,63 
TABELLE IV. 
A Kreatin (5 mg) + Phosphatpuffer. Glucose. 
Kérpergewicht (g) Glykogen 
Lebergewicht = 
vor nach (g) oF 
dem Hungern ns He 
85 79 2,65 28,90 1,07 
80 73 2,50 33,02 13382 
123 114 2,35 34,65 1,05 
164 156 4,80 41,65 0,87 
94 89 2,60 21,30 0,82 
91 81 2,80 26,25 0,94 
108 99 2,80 25,10 0,90 


Durchschnittswert 


— 
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B Kreatin (20 mg) + Phosphatpuffer. Glucose. 
Korpergewicht (g) Glykogen 
Lebergewicht = 
vor nach (2) 
dem Hungern mS % 
90 | 87 3,6 47,58 1.32 
160 | 148 5,4 82,95 1,53 
117 | 107 | 4,2 60,29 1,44 
88 | 83 2,8 37,45 1,34 
105 | 93 Dao 77,80 1,47 
83 | 77 ayy 55,59 1,50 
104 99 3,4 52,26 1,54 
Durchschnittswert 1,45 
ERGEBNISSE. 


Zum leichteren Verstiindnis und der Ubersichtlichkeit halber 
werden der durehschnittliche Glykogengehalt der Leber und sein 
Vermehrungsgrad, verglichen mit dem durchschnittlichen Wert 
der Kontrolltiere, in folgender Tabelle zusammen angegeben. 


oe Substanz Ginkesen Ver- 
Glukose |Cholsdéure| Puffer | Kreatin J ,, mehrungs- 
Tabelle poe grad % 
I A (Kontrolle) ” = — — 1,03 
IB ” ” —_— = oe 48,54 
IC (Kontrolle) ” — a — 0,77 
ID ” at ” = 0,78 1,30 
ILIA ia — — ” 0,80 3,90 
(5 mg) 
IIB ” = — ” 1,38 79,20 
(20mg) 
ITE A ” ” —_— ” 1,14 48,10 
(5mg) 
TB » ” — ” 1,63 111,70 
20mg) 
Ly AN ” — ” ” 1,00 29,90 
(5mg) 
IVB ” — ” ” 1,45 88.30 
(20mg) 


Aus diesen in der Tabelle angegebenen Ergebnissen lasst 
sich ersehen, dass die Glykogenie der Leber durch Zufuhr einer 
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kleineren bzw. grosseren Menge Kreatin deutlich verstarkt wird. 
Diese verstiirkte Glykogenbildung der Leber wird durch Cholsaure 
aufs neue betrachtlich vermehrt und auch durch Zusatz von Puffer 


ebenfalls wieder ziemlich erhoht. 
Die Férderung der Leberglykogenie aus Glukose bei Zufuhr 


von Cholsiiure sowie von schwach alkalischem Phosphatpuffer wird 
dureh Mitzufuhr von Kreatin betrachtlich weiter gesteigert. Die 
durch Gallensiture bedingte Vermehrung des Kreatins im Orga- 
nismus im Sinne von Kyogoku (1938) muss aiso zu einer ver- 
mehrten Glykogenbildung der Leber fitihren. 

Aus diesen Ergebnissen liaisst sich wohl der Schluss ziehen, 
dass die Férderung der Leberglykogenie durch Gallensaure nicht 
nur auf dem gesteigerten Nucleinstoffwechsel, sondern auch auf 
der Verschiebung des Kreatin-Kreatiningleichgewichtes zu Gun- 
sten des Kreatins beruhen muss. 
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UBER DEN EINFLUSS DES TONSILLENEXTRAKTES 
UND DER GALLENSAURE AUF DIE 
DESAMINIERUNG DES ALANINS. 


VON 


GORO SUGIYAMA. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Med. Fakultit Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am. 6. August 1938) 


Es ist bekannt, dass die Aminosdéuren und Nucleinsauren in 
der Hauptsache in der Leber und Niere unter Abspaltung von 
Ammoniak desaminiert werden, was nach H. A. Krebs (1934) als 
Hauptquelle des Harnammoniaks zu betrachten ist. 

Im Muskel soll aber nach Parnas (1935) die Adenylsaure 
als Hauptquelle des Muskelammoniaks eine grosse Rolle spielen. 
Dieses Ammoniak wird nach H. A. Krebs (1935) in der Niere 
als Glutamin aufbewahrt und der optimale Pu-wert fiir Des- 
amidase in der Niere liegt nach Krebs (1935) bei 7,4. Die 
Ammoniakausscheidung im Harn vermehrt sich umso mehr, je 
mehr der Pu-Wert im Blut und Harn herabgesetzt wird. 

In Leber und Niere kommen nach H. A. Krebs (1935) und 
Bernheim (1934/35) zwei Desamidasen vor, von denen die eine 
vorzugsweise d(—)-Aminosdure, die andere gern /(+ )-Aminosaure 
desaminiert; und zwar wird d(—)-Aminoséure, die in der Natur 
nicht vorkommt, nach Krebs (1935) in den meisten Fallen leich- 
ter als 1(+)-Aminosdure desaminiert, wie Krebs (1933), Kisch 
(1935) und Bernheim (1934/35) nachgewiesen haben. ; 

Dureh die Untersuchungen vieler Forscher im hiesigen In- 
stitut ist bekannt geworden, dass der Nucleinstoffwechsel durch 
die Gallensaéure betrachtlich geférdert wird, wahrend der Hi- 
weisstoffwechsel durch sie herabgesetzt wird. 

Somit muss auch der intermedidre Hiweisstoffwechsel, wie 
Desaminierung der Aminoséuren, durch Vermehrung der Gallen- 
sdure im Blut, wie sie z. B. bei Stauungsikterus auftritt, be- 
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einflusst werden. 

Diesem Gedankengang entsprechend haben Kawada (1934/ 
35) und Takeuti (1937) bei Zufuhr von Gallensaure eine ver-— 
mehrte Ammoniakausscheidung in der Galle, dagegen eine ver- 
minderte im Harn beobachtet. 

Im Hinblick auf das Gesagte habe ich den Einfluss der Gallen- 
siure auf die Desaminierung des Alanins im Nierengewebe von 
Ratten untersucht. 

Hs ist seit langem (Kannenberg 1880) bekannt, dass zwischen 
Angina und Nephritis ein gewisser Zusammenhang besteht und 
zwar so, dass die akute Nephritis im Gefolge von akuten In- 
fektionskrankheiten, vor aliem im Anschluss an akute Tonsillitis 
und Scharlach, auftritt. Bei chronischer Nephritis konnte nach 
Ep pinger (1912), Scheidemandel (1913) und Ko (1931) durch 
Tonsillektomie eine Besserung bzw. Heilung erzielt werden. 

Es ist auch bekannt, dass bei mancher nephritischen Uraemie 
unter Vermehrung des Ammoniaks und unter Verminderung des 
Harnstoffes im Harn Acidosis auftritt, wie Straub (1914) u. 
Schlayer (1912) bei Nephritikern beobachtet haben, bei der nach 
Rosenberg (1916) nicht nur der Gehalt an Harnstoff, sondern 
auch an Indikan im Blut erhoht gefunden wird, was eine ver- 
mehrte Azotaemie zur Folge hat. 

Der Gehalt des Harns an Ammoniak bei Nephritis muss also 
mit der Desaminierung der Aminoséuren in der Niere in innigem 
4usammenhang stehen, wenn das bei Desaminierung der Amino- 
sauren in der Niere gebildete Ammoniak die Hauptquelle des 
Haruammoniaks ausmacht. 

Demzufolge muss die Desaminierung der Aminosiuren in der 
Niere durch pathologischen Tonsillenextrakt beeinflusst werden, 
dessen Bestandteile wohl eine Ursache der Nephritis sein kénnen. 

In diesem Sinne habe ich den Extrakt der chronisch ent- 
zindeten Tonsillen von Menschen auf die Desaminierung des 
Alanins in der Niere in vitro untersucht und dabei auch den 
normalen Tonsillenextrakt des Schweins ebenfalls daraufhin be- 
obachtet, um eine genaue Kenntnis iiber den Binfluss der normalen 
sowie pathologischen Tonsillenbestandteile auf die Nierenfunktion 
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za erhalten. 

Solcher Tonsillenextrakt von Menschen steht zum Kohle- 
hydratstoffwechsel in inniger Beziehung, was bereits Kostyél 
(1931/33), Tominaga (1935/38) und Tateishi (1935) bewiesen 
haben. 


EXXPERIMENTELLER TEIL. 


Die Herstellung der Desamidaselésung aus der Rattenniere 
und der Desaminierungsversuch wurden nach der Methode von 
Neuenschwander-Lammer u. Leévey (1934) ausgefiihrt. 

lg frisch isoherte Rattenniere wurde mit Seesand gut zu 
einem Brei zerrieben, mit 50cem einer m/15 Phosphatpufferlosung 
von Pu-=7,44 (8,2 oder 9,0) versetzt und gut gemischt. Nachdem 
diese Losung einige Zeit stehen gelassen worden war, wurden je 
15 ecm der oberen geklarten Fliissigkeit in drei Kolben gegeben, 
in die vorher je 15 ccm einer m/15 Phosphatpufferlosung (PH= 
7,44-8,2-9,0) gebracht worden waren. Der erste Kolben wurde 
noch mit 5cem Wasser, der zweite mit 5 ccm einer m/15 Alanin- 
losung, der dritte ausser der Alaninlésung auch noch mit 0,25- 
0,5-2,5-5,0 cem einer 1%igen Cholatlosung versetzt und dann 
jeder Kolben mit Wasser auf 50 ccm aufgefillt. 

Die Kolben wurden im Thermostat von 37° mit Luft 60, 90 
u. 120 Minuten lang durchstrémt; je 5¢em von dem Inhalt 
eines jeden Kolbens wurden abpipettiert, 3 Minuten abgekocht 
und 30 Minuten abzentrifugiert. Von diesem Zentrifugat wurde 
der Aminostickstoff pro 1cem nach Van Slyke bestimmt und 
als durch die Desamidase in 100@ Niere abgespalten berechnet 
angegeben. 

Das Tonsillenmaterial wurde so bereitet, dass die beiden 
Tonsillen eines an chronischer Tonsillitis leidenden Kranken, der 
weder Albuminurie noch Glykosurie hatte, vegetatomiert zum 
Versuch verwendet wurden. 6g dieser Tonsillen wurden im 
Morser mit Seesand gut zerrieben, mit 20 cem Wasser gut durch- 
geriihrt und koliert. Das Kolat wurde zentrifugiert, mit Kol- 
loidaleisen enteiweisst; dadurech wurde eine klare Loung erhal- 
ten, die mit Wasser so verdiinnt wurde, dass sie 10% der Ton- 
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sillensubstanz enthielt. Diese Losung wurde unter Toluol im 
Eisschrank aufbewatrt und so zum Versuch verwendet. 

Der Extrakt aus Schweinetonsillen wurde in genau gleicher 
Weise als 10 %ige Losung hergestellt. Die Versuchsanordnung 
ist in folgender Tabelle IV angegeben. 

Die Gemische wurden je 1-14—2 Stunden lang im Thermostat 
von 37° mit Luft durehstrémt. Der Aminostickstoff wurde tiberall 
genau in der gleichen Weise bestimmt. 


VERSUCHSERGEBNISSE. 
1. Cholsiure auf Desamidase der Niere. 


Hier wurde der Einfluss der Cholséure in verschiedener Kon- 
zentration (5-10-50-100 mg%) auf die Desaminierung des Alanins 
in der Niere untersucht. Die Resultate sind in Tabelle I (1, 2, 
3 u. 4) angegeben. 

Beim 5-10-50 mg%igen Gehalt an Cholsaure wird die Des- 
aminierung des Alanins in allen Fallen geférdert und beim 5 
meYigen Gehalt nach 2 Stunden Digestion der Aminostickstoff 
21,18 % und beim 50me%igen Gehalt 17,06 % gespalten, wie aus 
Tabelle I (1 u. 3) ersichtlich ist, wahrend beim 100me%igen 


TABELLE I. 
(1) Cholatlosung 0,25 ecm u. PH 7,44 
Substanz mit Alanin mit Alanin u. Cholsaure 
Stunden 0 1 i355 2 0 al 1,5 2 
dy 1267 N26 1,083; 1,083) 1,267 1,083] 1,083) 1,083 
7 1,113 | 1,113 | 1,113] 1,033] 1,133 | 1,133] 1,033] 0,950 
e ao PLS O38: 1,038) 0,933] 1,133 1,038} 0,933) 0,933 
S es 1,233) 1523384 1,217, 1,117) esa.) apesal are a ia7 
& 1,334 | 1,333 0,950} 0,850} 1,334 0,950} 0,950} 0,850 
4 1,050 | 1,050 0,950} 0,950} 1,050 0,950} 0,950} 0,849 
Durehsehnitts- he 


wert (mg) | 1-185 | 1,175 | 1,062] 0,994] 1,185 | 1,065] 1,011] 0,934 


Abgespaltener : 
AGEN (%) 0 0,834 | 10,360} 16,170 0 10,130] 14,690] 21,180 
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(2) Cholatlésung 0,5 cem u. Pu 7,44 
Substanz mit Alanin mit Alanin u. Cholsiure 
Stunden 0 1 1g5 2 0 il Is) 2 


1,150 | 1,150 | 1,050) 1,050} 1,150 | 1,050 | 1,050) 1,050 
1,067 | 1,067 | 0,967} 0,950] 1,C67 | 0,967 | 0,967| 0,950 
1,350 | 1,850 | 0,966} 1,016/ 1,350] 1,066 | 0,966) 0,966 
1,450} 1,300) 1,450 | 1,450 | 1,350) 1,283 
1,284 | 1,284 | 0,984) 0,984] 1,284] 0,984 | 0,984] 0,950 
1,192 | 1,192 | 1,096} 1,000; 1,192 | 1,096 | 1,000) 1,000 
1,256 | 1,256 | 0,967) 0,957| 1,256 | 1,063 | 0,967] 0,771 


Aminostickstoft- 
gehalt 
(mg) 
pA 
tp 
Or 
lan} 
= 
ia 
A 


1,334 1,300 | 1200) 1,200) 1,384 | 1,200 | 1,117) 1,117 
LOTS) LOL} 1,011 | 0,827| 1,011 | 0,827 | 0,735] 0,640 


Durchscehnitts- = 3 , 
wert (mg) 1,250 | 1,250] 1,069] 1,037) 1,250] 1,097 | 1,041] 0,996 
Nogespalcener S 
Amino-N (%) 0 0 14,580] 17,040 0 2,240] 16,736 | 20,320 
(3) Cholatlosung 2,5 cem u. PH 7,44 
Substanz mit Alanin mit Alanin u. Cholsiure 
Stunden 0 il eo 2 0 1 165 2 
| = 
Pa 20 Ip dal@on) 12033 029501), Ee Z508) 11383 113344 1,038 
£ 1,133 | 1,038 | 0,950) 0,950)-1,133 | 1,183 | 1,033) 0,950 
S43 1,034 | 1,034 | 0,934 | 0,934] 1,034] 0,934 | 0,934] 0,850 
"4 = a | a 
CR) 1,300 | 1,300 | 1,300 | 1,117] 1,300] 1,300] 1,117] 1,117 
F 
a 


Durchschnitts- 1,177 | 1,135 | 1,071 | 0,996] 1,177 | 1,088] 1,010] 0,968 
wert (mg) 


Abgespaltener = % s Bee oye 
Amino-N (%) 0 3,068 | 9,005 | 15,378 0 7,562 | 14,104; 17,666 


Gehalt an Cholsdure die Desaminierung des Alanins in der Niere 
durch Cholsiure gehemmt wird und zwar so, dass sie nach 2 
Stunden Digestion im Vergleich mit der bei Zusatz von Alanin 
allein um 20,4% herabgesetzt wird. 

Die Cholsdéure wirkt also auf die Desamidasewirkung der 
Niere in schwicherer Konzentration fordernd und in starkerer 
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(4) Cholatlosung. 5eem u. PH 7,44 
Substanz mit Alanin mit Alanin u. Cholsaure 
Stunden 0 il 1,5 2 0 ab 1,5 2 


1,583 | 1,583.) 1,459] 1,459] 1,583 | 1,583 | 1,549 | 1,549 
0,996 | 0,904 | 0,904} 0,904} 0,996 | 0,904 | 0,904 | 0,904 
Us257 || D257) WTO ALTO) 257 HO LOS S79 
1,370 | 1,187 | 1,096] 1,096) 1,370 | 1,279 | 1,279 | 1,279 
1,373 | 1,281 1,040] 1,089] 1,373 | 1,373 | 1,098 | 1,040 
1,381 1) 1,381 | | 1,243) T5181}; 1,381) 1.289.) 1,289) 15183 
1,158 | 1,011 | 0,877) 0,877 | 1,158 | 1,107 | 0,997 | 0,969 


Aminostickstoff- 
gehalt 
(mg) 


Durchschnitts- 


5303 3 15229 1,114) 1,105) 1,303 | 1,245 | 1,185 1,145 
wert (mg) e a 


Abgespaltener me x 5 6 4,451 | 9,056 | 12,126 
Kanino-N(9) 0 5,679 | 14,504] 15,196 0) 45 9,05 > 


hemmend, Dies widerspricht der Angabe Kawadas (1934/35) 
und Take utis (1937), dass der Hiweisstoffwechsel durch Gallen- 
saure hemmend beeinflusst wird. Dieser Widerspruch beruht 
hochstwahrsecheinlich auf der Verschiedenheit der beim Versuch 
verwendeten Gallensiuremengen und kann von der Verschieden- 
heit des Pu-Wertes bei den beiden Versuchen abhangig sein, da 
nach Itoo (1930/31) die Pufferkapazitaét des Blutes durch Chol- 
siure vermehrt wird. 


2. PuH-Wert des Milieus auf die Desamidase der Niere. 


Um den Einfluss der Gallensiure auf die Desaminierung der 
Niere genauer zu erkennen, wurde die Desaminierung des Alanins 
in der Niere unter Zusatz von Cholséure bei verschiedenem Pu- 
Wert untersucht. Die Resultate sind in Tabelle II (1 u. 2) an- 
gegeben. 

Aus Tabelle II (1-u. 2) geht hervor, dass der abgespaltene 
Aminostickstoff nach 2 Stunden Digestion bei PH=—8,2 15,87% 
und bei PH=9,0 8,50% betragt, dass also die Desaminierung des 
Alanins durch Erhéhung des Pu-Wertes um 46,44% herabgesetzt 
wird. Bei Zusatz von Cholsiure betriigt der abgespaltene Amino- 


. 
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TABELLE II. 


() Cholatlésung. 2,5 ecm u. PH 8,2 
Substanz mit Alanin mit Alanin u. Cholsaure 
Stunden 0 af TS) 2 0 al IGS 2 
3 1,173 | 1,168 | 1,070 | 0,981] 1,173 | 1,168 | 1,094 | 1,046 
ES ee 1,186 | 1,104 | 1,089 | 0,977] 1,186 | 1,133 | 1,094} 1,009 
Gag | 1169 1,111 | 1,073] 0,904] 1,247 | 1,174 | 1,097 | 1,054 
5 ed de567) 12227) A507 i) AO 87a W262i) 13262) 13205 
a 1,201 | 1,167 | 1,093 O63) 1.2008) is2e) 42 1,084 
Durchschnitts-_— . f s = 
wartime) 1,197 | 1,154 | 1,106 | 1,007] 1,216 | 1,184 | 1,138] 1,079 
| 
Abgespaltener = ; = : 
Aun WA) 0 | 3,092 | 7,602 | 15,872 |——0 2,632 '| 6,414 | 11,266 
{ 
(2) Cholatlésung. 2,5 cem u. PH 9,0 
Substanz mit Alanin mit Alanin u. Cholsaure 
Stunden 0 1 abe 2 0 1 A155 2 
4 1,015 | 0,999 | 0,999 | 0,999 | 1,015 | 1,015 | 1,009 0,999 
£ 1,114 | 0,988 | 0,970 | 0,970 | 1,096 | 1,056 | 0,998 | 0,998 
Zea 1,053 | 1,043 | 1,013 | 1,003) 1,108 | 1,053 | 0,986 | 0,727 
3 68 1,112 | 1,057 | 1,045 | 0,976 | 1,061 | 0,976 | 0,965 | 0,964 
‘ Ald SaleeO NeleOoS |i O.9Shm deka; Nl 20063.) 047 |= 1,038 
¥ 1,092") 1043 | 1,023>| 1,008 | 1,131 | 1,000 | 0,993 0,919 
Durchschnitts- s = 
pork ane) 1,083 | 1,035 | 1,015 | 0,991 | 1,086 | 1,027 | 1,000] 0,941 
Abgespaltener ae Bs re es 
ino -N-(%) 0 4,432 | 6,279 | 8,495 0 5,433 | 7,910 | 13,851 


stickstoff nach 2 Stunden Digestion bei PH=8,2 11,27% und bei 


PH=9,0 13,35%. 


Die Desaminierung des Alanins wird also, verglichen mit.dem 
Versuch bei PH=7,44 (s. Tabelle I, 3), bei erhdhtem PH ziemlich 
weit herabgesetzt, obwohl dabei Cholsdure zugesetzt ist; die die 
Desaminierung fordernde Wirkung der Cholsdure tritt wohl bei 
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PH=9,0 aber nicht mehr bei PH=8,2 auf, sondern es tritt hier 
eine betriichtliche Hemmung ein, wie aus Tabelle II (1 u. 2) erhellt. 

Die Desaminierung des Alanins in der Niere wird also durch 
Erhéhung des Pu-Wertes im Milieu herabgesetzt, obwohl die 
Cholsaure bei erhéhtem Pu-Wert, bei 9,0 fordernd und bei 8,2 
herabsetzend auf die Desaminierung wirken konnte. 

Die den Eiweissstoffwechsel hemmende Wirkung der Gallen- 
sdure beruht also wohl auf ihrer den Pu-Wert in den Organen 
vermehrenden Wirkung. 


3. Wirkung der Tonsillenextraktes vom Menschen und der 
Cholsiure auf die Desaminerung des Alanins 
im der Niere. 


Zuerst wurde der abgespaltene Aminostickstoff aus Alanin 
dureh Nierendesamidase als Kontrolle bestimmt. Dann wurde 
der Einfluss des Tonsillenextraktes mit bzw. ohne Cholsadure auf 
die Desaminierung des Alanins untersucht. 

Diesmal wurde unter einem bestimmten Cholsduregehalt eine 
verschiedene Menge von Tonsillenextrakt zugesetzt, um den Hin- 
fluss des letzteren auf die Desaminierung selbst und auf die ‘die 
Desaminierung fo6rdernde Wirkung der Cholsaéure zu erkennen. 
Diese Versuche wurden bei PH=7,44 ausgefiihrt. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle III (1-6) und in der fol- 
genden zusammenfassenden Tabelle angegeben. 


Durchschnittlicher abgespaltener Amino-N (%) 


Extrakt Extrakt u. Cholsdiure 
ice Stunden | 
Extrakt ~ : 18 . 13 : 
ceem Ss 
Kontrolle | xe 
(ohne Extrakt) OY ies iny 15,95 
0,25 Ho® 15,87 20,94 8,15 13,40 24,52 
0,50 7,81 15,87 23,43 6,44 6,93 16,31 
1,00 4,10 13,82 16,64 6,31 Reetaa 13,65 
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TABELLE ITT. 


Kontrolle 
Stunden 0 1 1,5 | 
Abgespaletner : ze 
‘Amino-N (%) 0 2,020 12,112 | 15,946 


Cholatlosung 0,25 cem u. Tonsillenex. d. 


Menschen 0,25 ccm 


(1) (2) 
Substanz mit Extrakt mit Extrakt u. Cholsaure 
Stunden 0 1 1,5 2 0 1 1,5 2 
7 = 
= 1,341 | 1,274 1,099; 1,071] 1,303 |} 1,246 1,004} 0,956 
Bry 
a ete 1,269 | 1,010 0,942] 0,942] 1,202 | 1,058 1,038} 0,865 
8 a 2 1,293 | 1,264] 1,167] 0,994] 1,216 | 1,167 | 1,158] 0,926 
AS 
E oo 1,229 | 1,151 1,141) 1,074) 1,277 | 1,132 1,103] 1,025 
< 1,241 | 1,183 1,017} 0,958] 1,202 | 1,095 1,065] 0,909 
Durchschnitts- x 
wert (mg) 1,275 | 1,176 1,073} 1,008] 1,240 | 1,139 1,079| 0,936 
Abgespaltener = rs re 
Amino-N (%) 0 7,705 | 15,870] 20,941 0 8,145 | 13,395 | 24,516 
Cholatlosung 0,25 ccm u. Tonsillenex. 0,5 cem 
(3) (4) 
Substanz mit Extrakt mit Extrakt u. Cholsiure 
Stunden 0 1 1,5 2 0 f 1,5 2 
& 1,203 | 0,980 0,960) 0,902) 1,193 | 0,990 | 0,990 0,970. 
~~ 
oe 1,323 | 1,291 1,067} 0,999} 1,361 | 1,252 | 1,250 1,115 
oe: 2 1,115 | 1,017} 0,890] 0,753] 1,271 | 1,269 | 1,251] 0,978 
So we - 
= 1,138 | 1,058 | 1,009] 0,940] 1,127 | 1,108] 1,058] 0,989 
E 1,174 | 1,145 ASOS86) 05063) 11977) CATT) 1,155 1,078 
Durchschnitts- 9 9 9 9 
aca 1,191 | 1,098 | 1,002] 0,912} 1,226 | 1,147 | 1,141] 1,026 
Abgespaltener - 
‘Amino-N (%) 0 7,808 | 15,869 | 23,426 0 6,440 | 6,934 | 16,313 
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Cholautlésung 0,25 cem u. Tonsillenex. 1,0 cem 


@) (6) 
Substanz mit Extrakt mit Extrakt u. Cholsaure 
Stunden 0 if 1,5 2 0 | 1 1.5 2 
S 1,152 | 1,101 | 0,993] 0,950| 1,171 | 1,139 | 1,109 | 1,079 
2 1,205 | 1,167 | 1,015] 0,996] 1,186 | 1,091 | 1,044} 1,006 
Cosma % 
2 en 1,144 | 1,090 |. 1,034] 0,948] 1,167 | 1,127 | 1,127] 1,062 
5 oo 1,165 | 1,117 | 1,050] 0,907] 1,170 | 1,150 | 0,150] 0,989 
ey 1,182 | 1,134 | 0,949] .0,919| 1,165 | 0,982 | 0,972] 0,922 
Durchsehnitts- | 1779 | 1,722 | 1,008] 0,975] 1,172 | 1,098 | 1,081 | 1,012 
wert (mg) 
i 8 
ee ay 0 4,103 | 13,823] 16,638; 0 6,314 | 7,765 | 13,652 
fi (4) 


TABELLE IV. 


. Versuchs Nr. 

4s oo ~ 6 Kon- 
Losungen = 1 2 3 4 2 trolle 

(eem) “228 

1% Cholatlos. — OL) ee 0325) == 0,25 — 
10 % Tonsillenextr. von 

Menschen (od. 10 % Ton- be 

sillenextr. v. Schwein) 0,25) 05,25) 0,5 | 0,5 1,0 1,0 == 

AY a, z= ke a = = 
= Alaninl6s, 5,0 5,0 BAO) | sy (0) BHO) || axl) 5,0 
Phosphatpufferlos. 

(PH 7,44) 115) 15,0 15,0 | 15,0 15,0 | 15,0 5.0) 
Desamidaselosung 5,0 5,0 5,0 5,0 50a.) 5,0 
Wasser 24,75 | 24,50| 24,5 | 24,25] 24,0 | 23,75] 25,0 


Aus den Ergebnissen erhellt, dass die Desaminierung des 
Alanins durch Nierengewebe und Tonsillenextrakt der schwiicheren 
Konzentration gefordert wird, und dass diese Férderung aber bei 
der starkeren Konzentration viel schwicher auftritt. 

Die die Desaminierung férdernde Wirkung des Tonsillenex- 
traktes wird durch Zusatz vou Cholsdiure weiter verstirkt und 
seine schwach férdernde Wirkung in stirkerer Konzentration 
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durch Cholsdiure stark unter die Norm herabgesetzt. 

Der Tonsillenextrakt und die Cholsiure wirken also auf die 
Desaminierung des Alanins durch Nierengewebe in dhnlichem 
Verhiltnisse. In starkerer Konzentration wirkt also der Ton- 
sillenextrakt auf die die Desaminierung des Alanins durch Nieren- 
gewebe fordernde Wirkung der Cholsiure stark hemmend (Vergl. 
Tabelle III, 5u.6 und Tabelle I, 3). 


4. Wurkung dés Tonsillenextraktes vom Schwein und 
der Cholsaure auf die Desaminicrung des 
Alanins wn der Niere. 


Bei diesem Versuch wurde der Tonsillenextrakt vom Schwein 
anstatt des vom Menschen verwendet. Die Versuche wurden sonst 
unter genau gleichen Bedingungen ausgefiihrt. , 

Die Ergebuisse sind in Tabelle IV (1-6) zusammengefasst. 

Der Ubersichtlichkeit halber wurde der durchschnittliche 
abgespaltene Aminostickstoff tabellarisch gefasst. 


Abgespaltener Amino-N 


Extrakt Extrakt u. Cholsaure 
Stunden 
NK 23 3) a8 >) 
Extrakt~ 1 lz 4 L 13 2 
ecm 
Kontrolle ee 
(ohne Extrakt) 2,02 1d 15,95 
0,25 L) 65a) eo 105648 fe. 818° LY 45,19.) © 21,37 
0,50 7,14 10,46 17,68 11,60 18,61 21,60 
1,00 10,94 ‘ye pial 20,54 7,04 12,40 15,66 


a 


Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass in diesem Fall die 
Desaminierung des Alanins durch Nierengewebe sowohl in 
schwacherer als auch in stirkerer Konzentration durch Ton- 
sillenextrakt gefordert wird, was hoéchstwahrscheinlich auf der 
schwiicheren Wirksamkeit der Schweinetonsillen gegeniiber den 
Menschentonsillen beruht. 
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TABELLE V. 
Cholatlosung 0,25 cem u. Tonsillenex. v. Schwein 0,25 ccm 
(1) (2) 
Substanz mit Extrakt mit Extrakt u. Cholsaure 
Stunden 0 1 1,5 2 0 if 1,5 2 
H 1,204 | 1,155 | 1,117] 1,011] 1,204 | 1,155] 1,011] 0,963 
g Bs 1,163 | 1,066 | 1,066 0,969} 1,211 | 1,066 1,014} 0,930 
=e of 1,173 | 1,085 | 1,042 0,978| 1,173 | 1,072 | 1,035) 0,929 
oF : 
=e 1,180 | 1,101 | 1,075 | 0,986] 1,196 | 1,098} 1,020/ 0,941 
5 1,184 | 1,111 | 1,092 0,990} 1,208 ; 1,111 1,013] 0,946 
Durehschnitts- | 1191 | 1,104 | 1,078 | 0,987| 1,198 | 1,100] 1,017] 0,942 
wert (mg) 
Abgespaltener | 9. | 6599 | 8,890 | 16,426 0 | 8,180 | 15,192] 21,368 
Amino-N (%) 5) > ote > > > =~ 


Cholatlosung 0,25 cem u. Tonsillenex. 0,5 ccm 


(3) (4) 
Substanz mit Extrakt mit Extrakt u. Chols&ure 
Stunden 0 1 1,5 2 0 it 1,5 2 
iH 1,257 | 1,248 | 1,181] 1,046] 1,248 | 1,152] 1,008] 0,989 
ae 1,189 | 1,143 | 1,045] 0,975] 1,199 | 1,068| 1,001] 0,976 
ons: 
See 1.247 | 1,218] 1,072] 1,013] 1,266] 1,062] 1,022) 0,964 
te 1,231 | 1,203 | 1,096] 1,011] 1,238 | 1,094] 1,003] 0,960 
=| 
S 1,252 | 1,233] 1,126] 1,030] 1,257] 1,107] -1,015| 0,977 
Durchschnitts- ss 
wert (mg) 1,233 | 1,209 | 1,104] 1,015] 1,241 | 1,097] 1,010] 0,965 
A S al j 
en 0 | 1,136 | 10,462) 17,680] 0 | 11,603] 18,614] 21,595 


v 


Ebenso wie dies bei Menschentonsillen der Fall war, wird 
die Desaminierung durch Cholséure in der schwiicheren Konzen- 
tration des Tonsillenextraktes betrachtlich gesteigert, dagegen wird 
in starkerer Konzentration die die Desaminierung fordernde Wirk- 
ung des Tonsillenextraktes dadurch fast zum Kontrollwert her- 


abgesetzt. 
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Cholatlésung. 0,25 cem u. Tonsillenex. 1,0 cem 


(5) (6) 
Substanz | mit Extrakt mit Eztrakt u. Cholsiure 
Stunden Oem eae | 1,5 2 0 1 1.5 2 
S 1,369 | 1,258] 1,101] 1,079| 1,281 | 1,179| 1,081] 1,050 
a > 1,249 1,094} 1,055] 1,017| 1,249 | 1,113 1,055} 1,055 
ge 2 1,173 | 1,049] 0,973] 0,877] 1,220! 1,204] 1,144] 1,001 
3 elie 1,247 | 1,159] 1.069] 1,030] 1,179 | 1,120 | 1,069] 1,010 
< 1,319 1,090} 1,063} 1,046} 1,392 | 1,264 1,798} 1,759 
Durchschnitts- z Aye = 
wae ie) 1,271 | 1,182] 1,051| 1,010] 1,265 | 1,176 | 1,109|- 1,057 
Abgespaltener ae ~ 
Amino-N (%) 0 10,936 | 17,309 | 20,535 0 7,036 | 12,400} 15,660 


BESPRECHUNG: 


Die die Desaminierung des Alanins durch Nierengewebe 
beeinflussende Wirkung der Cholsiure und die des Tonsillenex- 
traktes stehen also in gleichem Verhaltnisse und bei tber- 
schissiger Gegenwart dieser wirksamen Substanzen wird die 
Desaminierung durch Nierengewebe herabgesetzt. Der Wirk- 
samkeit nach ist die Tonsille vom Menschen der vom Schwein 
weitaus tberlegen. , 

Wenn diese die Desaminierung der Aminosduren in der Niere 
beeinflussende Substanz aus der Tonsille in die Blutbahn pro- 
duziert wird, so wird je nach deren Menge die Desaminierung 
entweder gesteigert oder herabgesetzt, was eine vermehrte (Acido- 
sis) oder verminderte Ammoniakausscheidung zur Folge haben 
muss, wenn das Harnammoniak, wie Krebs (1933) behauptet hat, 
hauptsichlich durch Desaminierung der Aminosduren in der Niere 
geliefert wird. 

Daher kann dieser Mechanismus der gestérten Desaminierung 
der Niere ein ithiologisches Moment bei der akuten Nephritis 
sein, wobei die verminderte, gestérte Harnstoffausscheidung im 
Harn parallel mit der Ammoniakausscheidung auftreten muss. 
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Dies ist noch weiter zu verfolgen. 

Die Gallensiure verhilt sich in ihrer Wirksamkeit auf die 
Desaminierung der Aminosiuren und der Nucleinsduren (Maeda 
1938) in dhnlicher Weise. Die Gegenwart einer adiquaten Menge 
von Gallensiure im Blut diirfte also die Desaminierung der Niere 
fordern, aber ihr iiberschiissiges Vorhandensein sie herabsetzen. 
In diesem Sinne diirfte also bei Stauungsikterus die des- 
aminierende Funktion der Niere gestért sein. Die Anwendung 
von Gallenséurepraparaten bei der durch Tonsillitis verursachten 
Nephritis bzw. azidotischen Nephritis muss also eine Kontraindika- 
tion sein, soweit die durch Tonsillitis gestérte Desaminierung 
der Niere in Betracht kommt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Beim Pu-Wert 7,44 wird die Desaminierung des Alanins 
in der Rattenniere durch Cholsiure in ihrer schwiécheren Kon- 
zentration gefordert, dagegen in ihrer starkeren herabgesetzt. 

2. Die Desaminierung des Alanins in der Niere wird beim 

erhohten PH-Wert im Reaktionsmilieu herabgesetzt und bei hohem 
Pu-Wert durch Cholsiure entweder gesteigert (PH=9,0) oder 
herabgesetzt (PH=8,2). 
_ 3. Die Desaminierung des Alanins in der Niere wird durch 
Tonsillenextrakt von Mensch und Schwein in seiner schwicheren 
Konzentration gefordert, dagegen in seiner stirkeren herabgesetzt, 
und diese Wirkung des Tonsillenextraktes vom Menschen ist der 
der Schweinetonsillen weit iiberlegen. 

4. Diese die Desaminierung des Alanins in der Niere beein- 
flussende Wirkung des Tonsillenextraktes wird in seiner schwiche- 
ren Konzentration durch Cholsaiure weiter verstarkt, aber in seiner 
starkeren Konzentration dadurch abgeschwacht. Diese durch 
Cholsdure beeinflusste Wirkung des Tonsillenextraktes vom 
Menschen ist auch der der Schweinetonsillen iiberlegen. 

Die Wirkung des Tonsillenextraktes und die der Cholsiure 
auf die Desaminierung der Niere stehen also in einem iihnlichen 
Verhaltnisse. 
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INTRODUCTION. 


Phosphorie acid has an important significance on the acid- 
base equilibrium of the living body. It exists in the body fluid 
partly in the form of univalent ion, H2PO,4, and partly in 
bivalent ion, HPO,-~, but practically none is in the form of either 
trivalent ion, PO, ~~, or the free molecule, H3PO,. Therefore, 
only its second dissociation. 


lg Oe semen BEE ie Ogen 


and its dissociation constant, Ke, have biological significance. For 
example, if we want to know the proportion of H,PO, and 
HPO,-~ contained in a urine, we can calculate it from its pH and 
the value of Ko. 

The second dissociation constant of phosphoric acid was first 
studied by Abbott and Bray, and later by Blane, Prideaux, 
Bjerrum and his collaborator, Michaelis and his collaborators, 
ete. Abbott and Bray’s figure is Ko=1.95 x 10~’ (pK2=6.710), 
at 18°C which is not the real or thermodynamic dissociation 
constant, but the apparent or classical (stoichiometric) dissocia- 
tion constant. 

According to the present knowledge of ionic activity, the 
apparent dissociation constant should vary with the varying ionic 
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strength of the solution, so that the figure determined for the 
pure solution of phosphoric acid can not be adapted at once to 
biological solutions, especially to the urine, which contains a 
considerable amount of neutral salts. The present author has 
calculated the buffering ability of urines with Abbott and 
Bray’s figure and found that the calculated results did not 
coincide with the observed results. 

In 1914 Michaelis and Garmandia first studied the ef- 
fect of ionie strength on the dissociation constant of phosphoric 
acid. They reported a value, K.=0.88x10-’ (pK2=7.055), as 
the thermodynamic dissociation constant, which is a constant to 
be applied to a theoretical solution without any influence from 
ionic strength. Later, Michaelis and Kriiger estimated a 
value, pK2=ca. 7.10 at 14°.5—16°C. They prepared several solu- 
tions containing the primary and secondary phosphate in equal 
molecular concentration, but differing in the total phosphate con- 
centration, and determined the pH of these solutions. The pH 
value of each solution represents the negative logarithm of the 
apparent dissociation constant, pK’, applicable to the second 
dissociation of phosphoric acid in each solution. Plotting the 
pK’. thus determined, against the total concentration, the negative 
logarithm of the-real dissociation constant, pK», is obtainable. 
Of course, their studies were performed before the establishment 
of the epoch-making theory of dissociation of strong electrolytes 
by Debye and Hiickel, and also by Lewis and his collabora- 
tors, so that their results allow objections from the standpoint 
of the present ionie activity theory. 

Cohn estimated the negative logarithm of the thermodynamic 
dissociation constant by plotting the pK’, of phosphoric acid, 
measured by Sorensen, Michaelis and Kriiger, and also by 
himself, against the square root of the ionic strength, Vu, which 
he computed on the basis of Debye-Hiickel’s theory, and ob- 
tained a value, pK2—7.164 by extrapolation to the zero point of 
the ionic strength. Later, Kolthoff maintained that he confirm- 
ed Cohn’s result. Sendroy and Hastings gave a value, 
pK,=7.18 at 20°C, or 7.15 as 838°C. Prideaux and Ward esti- 
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mated it as K»—6.05 x 10-§ (pK2=7.218) with the hydrogen elec- 
trode, and Jowett and Millet gave it as pK2—7.127 at 25°C, 
or 7.058 at 37°C. ; 

The latter two groups of authors computed the value by 
measuring the pH of a phosphate solution of a certain concen- 
tration and applying to it the ionic activity coefficient of Lewis 
and Randall, or Cohn’s formula. Thus Cohn’s figure can be 
regarded as the only reliable value of the thermodynamic dis- 
sociation constant determined experimentally for the second dis- 
sociation of phosphoric acid. Cohn did his pK’ measurements 
on the several phosphate solutions differing in their total con- 
centration, but did not study the influence of neutral salts on 
the pK’ value. Sendroy and Hastings studied this influence 
only with NaCl. 

The aim of. the present study is to confirm Cohn’s result, 
and also to find out the effect on it of several ions coexisting in 
the solution, and especially to obtain the value of the pK»’ of 
phosphoric acid which is applicable to human urine. 

For convenience’ sake in this paper, we shall call Ky simply 
the ‘“‘ dissociation constant’’ and express it by K, and also eall 
pK the ‘dissociation exponent’’ following Bjerrum’s use. Also 
we shall distinguish the apparent dissociation exponent by the 
symbol pK’ from the thermodynamic dissociation exponent, pK. 


Metuops or EXPERIMENTS 


Experiments of the present study are divided into four 
stages. 

In the first stage, the values of pK’ were determined on the 
phosphate solution of 1/200—1/5 M concentration at 18°, 25° and 
37°C, and by extrapolation the value of pK for each temperature 
was obtained. Each phosphate solution was prepared by mixing 
a KH.POq-solution and a NasHPOz-solution of an equi-molecular 
concentration in equal parts. The pH value of each solution is 
equal to pK’ corresponding to each concentration. 

In the second stage it was examined whether or not the 
value of pK’ as computed above is applicable to solutions con- 
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taining the primary and secondary phosphate in different mole- 
cular concentrations. For this purpose a set of phosphate solu- 
tions was prepared, which were all of an equa] total concentra- 
tion, but differed in the proportion of the primary and secondary 
salts, and pK’ was estimated as above on each solution at ESoOs 

In the third stage the effect of a co-existing neutral salt 
was studied. For this purpose, NaCl, KCl, MgSO,, or MgClo was 
added in several concentrations to a 1/80M phosphate solution 
containing the two phosphates in an equi-molar concentration, 
and the pK’ value was estimated as above. The highest concen- 
tration of the salt added was 1/5 M, so that the salt error of the 
quinhydrone electrode did not exceed 0.01 pH. 

In the fourth stage, the pK’ value applicable to phosphoric 
acid in human urines was sought. 

In all experiments the pH value of the solution was deter- 
mined by means of the quinhydrone electrode. The method 
naturally contains a salt error when the solution is not very 
dilute. We don’t know how large this error is for phosphate. 
Assuming, however, that the salt error due to phosphate is about 
as large as that due to Na2SO,4 or H2SO,4, and caleulating its 
magnitude according to Linderstrom-Lang, the error is about 
+0.01 pH for 1/5M, so that it does not exceed the range of 
experimental! error. Therefore, the quinhydrone electrode method 
was adopted, within this limit, its salt error being neglected. 

A 1/10N calomel electrode was used as a half-cell. The Eo 
value of the calomel electrode was determined with a 1/100 N 
HCl solution, of which the value of pH was taken, according to 
Katsu, as 2.035 at 18° or 25°C, and 2.036 at 37°C. These values 
coincide well with those calculated from the standard of the Ht- 
ion activity after Lewis and Randall; accordingly it is higher 
by 0.04 pH than Sdrensen’s standard value. 

All experiments were carried out at 18°C, except when the 
effect of temperature was intended to be studied, when 25°C and 
37°C were also chosen. 
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EXPERIMENTAL RESULTS 


1. The thermodynamic dissociation exponent, pK, for the 
second dissociation of phosphoric acid. 


A mixture of a 1/5 M KH2PO, solution and a 1/5 M NagHPO, 
solution in equal parts was diluted successively to twice its 
volume, and thus a series of phosphate solutions of different 
total concentrations, but containing equal concentrations of the 
primary and secondary phosphate ions, was prepared. The pH 
values were estimated at 18°, 25°, and 37°C. Results are given 
in Table I. The first column gives the total concentration of 


TaBLE I. (ef. Fig. 1) 


? pk’ 

equi-mol. mixture of Ve 

I and IT phosvhates 18°C 25°C 37°C 
1/200 M 1.1004 6.905 6.982 6.870 
1/160 » 0.1117 6.899 6.881 6.859 
1/120 » 0.1287 6.887 6.854 6.842 
1/80 » 0.1583 6.861 6.839 6.815 
1/60 » 0.1820 6.838 6.822 6.776 
1/40 » 0.2234 6.818 6.770 6.737 
1/30 » 0.2573 6.763 6.759 6.710 
1/20 » 0.3167 6.744 6.729 « 6.670 
allay at 0.3651 6.701 6.686 6.629 
1/10 » 0.4468 6.645 6.614 6.525 
L782 0.5161 6.586 — — 
i/o 0.6321 6.534 6.492 6.483 


the phosphate, while the second column the square root of the 
ionie strength, Yu. The ionic strength, mu, is given by 


1 
=>" 2 
be gee 


whére c¢ denotes the concentration of an ion, and z its ionic 
valency. Summation should, of course, be applied to all ions 
contained in the solution. In our ease, it gives 
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Fig. 1. (ef. Table 1) 


0.1 0.2 0.3 0.4 


fies 


» => ([Nat] + [K*] + [H2P0,~] +4[H PO," ~ }) 


bo bo 


(o . 


Applying Henderson-Haselbalch’s formula to our case, 
we have 


GaP Oja=) 


pH = pK + lo 
eg 5 (HPO,-) 


were the parenthesis, ( ), denotes as usual the activity of the 
ion written in it. Now, yi and ye denoting the ionic activity 
coefficients of H2,.PO, and HPO, ~ correspondingly, and the 
bracket, [ ], the stoichiometric concentration, we have 


vel|HPO,-—] 
= pk to 
i P e 7iLH2PO,- ] 
[HPO,-~] 
EG OSES OY eee pana odmes 
p 08 THPO,-] (1) 


where pK’ is given by 
pK’ = pK + log? 
ya 


In our phosphate solution, we, took [H2PO,-]=[HPO,-~], and 
therefore we have 


pK’ = pH. 
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Thus we can find the value of pK’ by measuring the pH of the 
solution. Fig. 1 is a graph of the result given in Table IJ, pK’ 
being plotted against Yu. The curve is close to a straight line 
in a range of smaller y uw values. 

Michaelis and Kriiger studied the problem as described 
above on 1/5—1/750 M phosphate solutions, and plotting the pK’ 
value against the concentration, they sought for the pK by ex- 
trapolating the graph to the zero concentration. In a dilute 
solution such as 1/750 M or so, however, the buffering power of 
the solution is too weak to avoid a marked experimental error. 
According to our experience, a phosphate solution of a lower 
concentration than 1/200 M changed its pH during the measure- 
ment and gave a pH deviated towards the acid side, owing to 
its poor buffering power. Thus the dilution of the solution 
examined in the present study did not proceed further than 
1/200 M. Then, in order to avoid the error due to graphical 
extrapolation, the value of pK was computed, making use of 
Debye-Hickel’s formula. 

As can be understood from formula (1), the fact that the 
dissociation exponent of phosphoric acid varies with the concen- 
tration is due to the change in its ionic activity with the con- 
centration. According to Debye and Hiickel we have, 


—log y1=9.501~ u /(1+ Aby u) 
and 

—log y2=0.501x4y a4 /(1+Abyx), 
at 18°C, where A is a constant having a value of 0.327 x 108 for 
a solution of which the dielectric constant is equal to that of 


pure water. b is the apparent effective diameter of the ion. From 
above equations, we have 


log 2 = —0.501 x3y w/(1+0.327 x 10°bY #) 
Uh 


ee 
and accordingly 
pK’ = pK —1.503y #/(1+ 0.327x10°byu) at 18°C, ...... (2) 


and similarly we have 
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pK’ =pK—1.51~u/(1+ 0.329 x 10°by #) at 25°C,........ (3) 
and 
pK’ =pK—1.54y «/(1+ 0.381 x 10°bY #) at 37°C......... (4) 


Applying our experimental data to the corresponding one of these 
three formulae, the values of pK and of b for each temperature 
were calculated by means of the method of the least squares. The 
figures found are given in Table II. Calculations were carried 
out within a range of Y u =0.1—0.8 corresponding to 1/200— 
1/20M. When J u exceeds 0.8, the salt error of the quinhydrone 


TABLE IT. 
Temp. k pK b 
18°C 7.037+0.005 5.11 *10-80.62 x 10-8 
BAG, 7.016+0.003 6.08 X 10-8-L0.31 x 10-8 
37°C 7.013+0.003 3.36 x 10-8+0.40 x 10-8 


electrode enters into the calculated results. According to Linder- 
strém-Lang we know that, when ¥ u =0.8 (ca 0.1M) with NaCl, 
the salt error may be 0.005 pH. 

As ean be seen in the table, pK at 18°C has a value of 
7.037, at least for dilute solutions, which value is less by 0.127 
than Cohn’s figure (7.164). As was stated above, Cohn’s figure 
was based upon Soérensen’s standard of pH, so that it should 
be raised by 0.04, to bring it to the same standard of pH as 
ours. Then the deviation of our figure from that of Cohn becomes 
0.167, which is, of course, too large to be regarded as due to ex- 
perimental error. 

Fig. 2 gives Cohn’s result, by a broken curve, our experi- 
mental result by o and the calculated result by e , the last one being 
calculated by Debye-Htckel’s formula, applying our data given 
in Table, II. As can be clearly seen, the latter two (o and e) 
occur on one and the same curve which runs nearly parallel to 
Cohn’s curve. This fact suggests that there exists an unknown 
systematic source of error which causes our results to deviate 
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igs: 2, 


Ss 


0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 


Broken Line: Cohn’s result. 


Full Line: our result. 


from Cohn’s results. Taking the magnitude of the probable 
error into consideration, the following figures are to be adopted 
for our pK: 7.04 at 18°C, 7.02 at 25°C, and.7.01 at 37°C: Brit- 
ton’s figure almost agrees with ours, while those of other authors 
deviate somewhat from ours. 

Our results show that the value of the thermodynamic dis- 
sociation exponent, pK, has a tendency to decrease with a raised 
temperature, though this effect is almost within the scope of ex- 
perimental error in a range of 18°—87°C (ef. Table II). The 
lowering of the apparent dissociation exponent, pK’, with a raised 
temperature is, as is shown in Fig. 1, more marked with stronger 
ionic strength. In a total phosphate concentration of 0.1M (Vue= 
0.45) the pK at 37°C is lower by ca. 0.1 than that at 18°C. 

Michaelis and Garmandia estimated the effect of tempera- 
ture upon the dissociation of primary phosphate from their calori- 
metric determination on neutralization of 1/20 M primary phos- 
phate solution with 1/10N HCl solution (in which they gave a 
value, 1560 cal/mol, as its heat of neutralization; the reaction, 
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H.PO,- ~ H+ +HPO.~ being endothermic). Then they calcu- 
lated the temperature coefficient of pK, which they thought to be 
the thermodynamic dissociation exponent, as ca. 0.004/1°C within 
a temperature range usual to biological experiments. This seems 
to be incongruous with our results with regard to our pK, but 
it must be noticed that, while we treated the theoretical thermo- 
dynamic dissociation exponent, the authors mentioned treated it 
by reference to a solution of a certain salt concentration as stated 
above. 


2. Effect of the ratio of concentration of the prumary and 
secondary phosphates on the second dissociation 
exponent of phosphoric acid. 


As stated above, the pH of a solution of the primary and 
secondary phosphate in the same molar concentration is held to 
be the apparent second dissociation exponent, pK’, of phosphoric 
acid. Now comes the question whether or not the value of pK’ 
varies with the change in the ratio of concentration of the two 
phosphates. This question is important when we apply the pK’ 
in estimatimating the ratio of the two phosphate ions in a solu- 
tion by measuring its pH. 

Theoretically considered, it is certain that the pK’ suffers 
a change when the ratio of concentration of the two phosphate 
ions varies, as the pK’ is a function of the ionic strength of the 
solution. On the other hand the pK’ is influenced by the indi- 
vidual characteristics of all ions contained in the solution. The 
question is whether or not the change in the value of the pK’, 
which occurs as the sum of the above mentioned effects, attains 
a practically recognizable magnitude. In order to answer this 
question experimentally, a series of phosphate solutions was pre- 
pared, in which the total concentration was the same,, while the 
ratio of concentration of the two phosphate ions was different. 
For this purpose a solution of the two phosphates in the same 
molar concentration was used with different amounts of HCl- or 
NaOH-solution added and then the mixture was made up to the 
same total volume with H.O. Then the pH of these solutions 
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were determined. The pK’ value was calculated by formula 
(1), in which the ratio, [HPO.-~]/[H2PO.-], can be calculated 
from the amount of HCl or NaOH added. This procedure was 
repeated with solutions of various total concentrations. Results 
are given in Table III, in which: 


[HPO,.--] 


Be ePO.<1 2 [HEOL-= | 


TARhE Cite (cry Bigs 3) 


Total cone. of pK’ 


~ phosphate 
: 1 1 1 1 1 

2S ee ee MeL, sree A | aan Mog OM 
0.9 6.498 6.562 6.665 6.670 6.658 

0.8 6.568 6.629 6.729 — 6.807 

0.7 6.563 6.667 6.752 6.805 6.849 

0.6 6.590 6.685 6.781 ~ 6.822 

0.5 6.586 6.697 6.773 6.835 6.879 

0.4 6.578 6.679 6.776 — 6.883 

0.3 6.597 6.763 6.777 6.779 6.845 

0.2 6.548 6.649 6.722 — 6.874 

0.1 6.386 6.481 6.580 6.607 6.754 

average 

(R=0.8—0.2) 6.576 6.681 6.759 6.806 6.851 


In this Table we see that, except in extreme cases when 
R=0.9 or 0.1, pK’ can practically be regarded as a constant, and 
its mean value almost coincides with that for a solution in which 
R=0.5. In other words, the value of the pK’ determined with 
a solution of the two phosphates in equal molar concentrations, 
is applicable to any solution of the two phosphates in different 
concentrations, except when the ratio is very extreme. When R 
takes an extreme value such as 0.1 or 0.9, pK’ has a smaller value 
than that when R=0.5. Two factors may cause such a decrease 
in the value of pK’, one being the ionic strength and the other 
the individual characteristic of ions. Now, the ionic strength, 
u, was calculated for each solution, and pK’ was plotted against 
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Vu in Fig.3. The figure written in each note pK’ gives Rx 10. 
Here we see that, within a range of _R=0.3—0.8, pK’ appears 
roughly on one curve, so that pK’ is a function of y uw, indepen- 
dently of the different R. This agrees well with the above fin- 
ding that, when the total concentration of phosphate is a con- 
stant, pK’ does not change markedly except when R is extreme. 
In Fig. 3 we see that when pK’ for R=0.1 is plotted, it is 


Fig. 3 (Table IIT) 


pK’ 


7.0 


6.8 


6.6 


6.4 


0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 Vu 


situated markedly below the mean curve. In this case large 
amounts of H,PO,4-ion and Cl--ion exist in the solution, so that 
one or the other of these two ions is lowering pK’. According 
to Cohn the lowering effect on pK’ of H.PO,4--ion is stronger 
than HPO,~~-ion. It will be shown in the following section of 
this paper that Cl--ion has a similar influence on pK’. Thus 
both these ions are lowering pK’ of the solution. Only it is 
uncertain which of these two ions is more effective. 

Where R=0.2 the lowering of pK’ is not so marked. In 
this case, both H,PO, -ion and Cl--ion are acting to lower it. 
But the total ionic strength diminishes with decreasing HPO, -~- 
ion, which tends to raise pK’, and partly cancels the lowering 
effect of the two mentioned ions. Plots of pK’ when R—0.9, 
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deviate too, below the mean curve. Here the excess of HPO.77- 
ion makes the total ionic strength stronger, so that it should 
tend to raise pK’. The factor acting to lower pK’ in this case 
seems to be Na*-ion which was increased by addition of NaOH 
to the solution. 

Moreover the error of the quinhydrone ele¢trode method may 
also be a source of the deviation. This error becomes more ef- 
ective when R increases. The irregular distribution of pK’ for 
R=0.9 in Fig. 3 might be due to this. 

In short, pK’ of the second dissociation of phosphoric acid 
has practically a constant value when the ratio of the two phos- 
phate ions is not extreme. When the ratio is extreme, such as 
1:9 or 9:1 the value of pK’ is influenced by the change in the 
ionic strength and also by the individual properties of ions exis- 
ting in the solution. 


3. Effect of addition of a neutral salt in the solution 
upon the second dissociation exponent of 
phosphoric acid. 


A series of solutions of a neutral (NaCl, KC], MgClo, or 
MgS0O,) in different concentration was prepared, and to each 
of them was added in equal part a phosphate solution of 1/40 
M containing the two phosphates in an equi-molar concentra- 
tion. The pH value of each mixture was determined. Results 
are give in Table IV. Each mixture contains the total phos- 
phate in 1/80 M, and a different amount of a neutral salt. Thus 
the value of pK’ estimated with these mixtures corresponds to 
the phosphate solution of 1/80M. Similar experiments were 
tried with more dilute solutions, but, owing to their poor buf- 
fering power, it was found that precise determinations with 
them were difficult. 

Data given in the table clearly show that the value of pK’ 
corresponding to the 1/80 M phosphate solution was lowered with 
increased concentration of a co-existing neutral salt. This lowe- 
ring is regarded as due to augmentation of ionic strength caused 
by addition of a neutral salt. The functional relation is given 
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by equation (2). Fig. 4 gives the plots of results given in Table 
IV, and also the result when a series of pure phosphate solu- 
tion was used of which the data have been already given in 
Table I. In this figure it can be plainly seen that a series of 
the points resulting from one sort of salt, form a smooth curve, 
but the values of pK’ corresponding to the same concentration 


TABLE IV. (cf. Fig. 4) 


KC] |phosphate| Yu PH NaCl Troaphntet Vu PH 
: 0 1/80 M 0.1581 6.875 0 1/80 M 0.1581 6.853 
1/1280 M ” 0.1605 | 6.872 || 1/256 M ” 0.1700 6.827 
1/800 » ” 0.1620 6.875 || 1/128 » ” 0.1811 6.808 
1/640 » ” 0.1629 6.867 || 1/64 » ” 0.2015 6.775 
1/400 » ” 0.1658 6.853 || 1/32 ~» ” 0.2373 6.741 
1/320 » ” 0.1676 0.849 ||} 1/16 » ” 0.2958 6.670 
1/200 » ” 0.1732 6.849 || 1/8 ” ” 0.3873 6.567 
1/160 » ” 0.1768 6.850 ||.1/4 ” ” 0.5244 6.463 
1/100 » » 0.1871 | 6.831 
1/80» - 0.1936 | 6.841 
1/40» ” 0.2236 | 6.797 
1/20 » ” 0.2739 | 6.736 
1/10» » 0.3535 | 6.679 
MgSO, | phosphate Vu pli MgCl, |phosphate| y fe PH 
0 1/80 M 0.1581 6.882 0 1/80 M 0.1581 6.844 
1/1280 M ” 0.1676 | 6.858 || 1/1280 M ” 0.1652 6.846 
1/640 » ” 0.1769 6.825 || 1/800 » ” 0.1697 6.831 
1/400 » ” 0.1871 6.794 || 1/640 » ” 0.1723 6.812 
1/320 » ” 0.1936 | 6.754 || 1/400 » ” 0.1803 6.794 
1/200 » ” 0.2121 6.702 || 1/320 » ” 0.1855 6.769 
1/160 » ” 0.2236 6.660 || 1/200 » ” 0.2000 | 6.715 
1/100 » ” 0.2550 6.598 || 1/160 » ” 0.2093 6.659 
1/80» ” 0.2739 | 6.537 || 1/100 » ” 0.2345 | 6.554 
1/40» ” 0,3535 6.407 || 1/80» ” 0.2500 | 6.497 
1/20 » 0.4743 6.244 || 1/40 » ” 0.3162 | 6.355 
IANO) EB ” 0.6519) | 6.052") 1/20 2 ” 0.4183 6.154 
1/0 M2 ” 0.5700 5.971 
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Fig. 4. (ef. Table IV) 


0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 Ce 
1: Phosphate alone. 
2: ” ae we@ C3 
BE 9 + NaCl 
4 ” + MgSO, 
5 ” + MgCl. 


of different sorts of salt differ quite markedly. This indicates 
that the value of pK’ is not only a function of yu, but also is 
influenced by the individual properties of the salt added.  <Ac- 
cording to Debye-Hickel’s theory, this may be understood by 
the fact that the apparent effective diameter, b, of the ion is 
influenced not only by the concentration of co-existing ions in 
the solution, but also by what they are. Consequently the value 
of pK’ obtained by applying Debye-Hiickel’s formula, taking 
b as a constant, on experimental results obtained with a solu- 
tion containing certain sorts of ions, as was done by Cohn or 
by the writer (cf. the first section of this paper), includes a 
systematic error caused by the individuality of the ions contained 
in the solution. The nature of this influence of ionic individu- 
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ality on the dissociation exponent is still quite obscure, although 
its empirical relation can be seen from experimental results as 
follows. 

At the same concentration, the cathions studied lowered the 
value of pK’ in the order, M@g>Na>K;; the anions do the same 
in the order, Cl>SO4>phosphate, where phosphate means an 
equi-molar mixture of the primary and secondary phosphates. 
According to Cohn it is known that the primary phosphates 
possesses a stronger effect than the secondery one. 

In a solution of w=0.1 (or ¥ u =0.8), the value of pK’ suf- 
fers a reduction of 0.85 pH in the maximum. Now the error of 
pK’ being expressed by dpK’ we have 


a , 
apkee =odloek = = 230 
K 
or 
dK. ay dk’ 
Ke 92908 


and accordingly a reduction of pK’ by 0.35 (dpk’) corresponds 
to an error of ca. 15% for the value of K’. Therefore, the value 
of pK’ applicable to usual biological solutions should be given 
to the second decimal place, and the value of K’ should be taken 
as accurate to about 10% of K’. 

In short, the second dissociation constant (or exponent) of 
phosphoric acid is influenced by the ionic strength of the solu- 
tion and also by the individual properties of other co-existing 
ions, so that it is impossible to apply a common constant value 
for it to every solution. The value of the thermodynamic dis- 
sociation constant obtained from experimental data includes a 
certain systematic error due to these influences. 


4. The value of the second dissociation exponent of 
phosphoric acid to be applied to human urine. 


The ratio of the primary and secondary phosphates in urine 
or other biological fluids can be calculated by the equation, 


[HPO,-~] 


pH = pK’ + log [H»PO,-]" 
2 4 
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The value of pK’ applicable to this equation is obtainable 
from the value of pK obtained by introducing a correction due 
to the ionic strength Sendroy and Hastings reported an 
empirical relation, 


pK’ = 7.15 — 1.25 ym at 18°C, 
/ 


for a solution of phosphate containing NaCl as the co-existing 
neutral salt. Then, assuming y u =0.39, they obtained pK’ —6.66 
for blood plasma. Their figure may be applicable to a solution 
in which NaCl is the main co-existing salt. For general cases 
the value of pK’ may be influenced as stated above, by indivi- 
dual properties of co-existing salt ions. The present writer has 
worked out a method of finding the value of pK’ for a solu- 
tion which contains several salt ions. The principle is as fol- 
lows: 

As was discussed above, in a phosphate solution, an equili- 
brium of dissociation, 


HPO = HPO,-= +H 


is established, and if the two phosphate ions exist in an equi- 
molar concentration, the pH value of this solution is numerical- 
ly equal to that of pK’ of this dissociation. Now, if we add 
such a phosphate solution to one of which the value of pH is 
equal to that of pK’, no shift takes place between the two phos- 
phate ions in the above mentioned equilibrium. This relation is 
utilized to find out the value of pK’. A series of salt solutions 
is prepared, which have the same constitution, but differ in their 
pH values in a gradual series. To each of these solutions is 
added the phosphate solution stated above. Then the one among 
them which undergoes no change in its pH value by this addi- 
tion, has its pH value numerically the same as that of pK’. 
Practical procedure of this determination is as follows. The 
solution to be tested is divided into two portions. To one is added 
the phosphate solution stated above, while the other is left 
untouched. ‘The titration curves are determined on these two 
portions, and the cross point of the two curves gives the value of 
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pK’. ‘Theoretically there takes place a change in the ionic 
strength on titration, but making the amount of the phosphate 
solution sufficiently small, the error due to this ean be avoided. 

The writer applied this method to human urine. For this 
the following three points were first examined. 

(1) Is the pH value of urine influenced by the change in 
the ionic strength on titration? There is no doubt that the 
urine, when titrated, suffers a change, not only in its H*-ion 
concentration caused by neutralization, but also undergoes a 
change in its ionic strength. Therefore the value of pK’ deter- 
mined by the present procedure would contain an error due to 
these changes. In order to examine this point, the following 
experiments were performed: First, to each 5.0 cc. of human 
urine was added a 1/10 N HCl- or NaOH-solution in amounts 
differing from 0 to 2.0 ce., so that a series of samples of different 
pH were prepared in which the urine was diluted to a different 
degree according to the amount of the acid or alkali solution 
added. Next, a similar series was prepared with the same urine, 
in which, however, to each portion was added enough 1/10 N 
NaCl-solution to:make it up to 7.0¢c. As can be seen in Table 
V, the corresponding pH values of these two series agree quite 
well in the scope of experimental error. From this result it is 
evident that, when to urine is added 1/10 N HCl- or NaOH- 


TABLE V. 
PH 
1/10 N HCl or 
1/10 N NaOH : i Total amount is made up 
added to S.00ce. urine pie eae to 7.0ec. by addition 
; ‘ of 1/10N NaCl. 

2.0 cc. HCl ' 3.548 3.542 

15 » 4.386 4.388 

AO 5) 5.218 5.246 

0.5» » 6.147 6.147 

0 6.771 6.779 

0.2 ec. NaOH 7.274 7.269 

0.5 » ” 8.073 8.079 
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solution in the proportions of about 2/5, its pH value is not 
influenced by the change in its ionic strength. Thus it is con- 
firmed that, in estimating the titration curve, either acid or alkali 
solution may be added in about this proportion without causing 
any error on the value of pK’. 

(2) The slope of the titration curve decreases with the in- 
creased buffering power of the solution tested. Therefore, the cross 
point is more clearly determined on the titration curves of a 
sample of urine and the same urine to which phosphate has been 
added, if the concentration of phosphate is high. But, if the 
concentration of phosphate exceeds a certain limit, it affects the 
value of pK’ owing to increase in the ionic strength of the mix- 
ture. Thus if phosphate is to be added to the sample the proper 
concentration should be chosen. To find out what this concen- 
tration should be, the following experiment was carried out. A 
urine sample was divided into four portions. To three of them 
were added respectively in the proportion of 1:9 parts a phos- 
phate solution of 0.1M, 0.2 M, and 0.3 M concentration contain- 
ing equal proportions of the two phosphates. Pure water was 
added to the last portion in the same proportion. Then the 


MABUB Vie. (ef, Wig: 5) 


pH of urine added in 9:1 with 
1/10 N HCl or 
Sh 0.1M 0.2M 0.3M 
_ added to H.O (a) phosphate phosphate phosphate 
5.0 cc. urine (b) (e) (d) 
2.0 ce. HCl o0Td 4.076 —_— _- 
dita) EE 4.389 4,524 4.702 4,792 
Oa? 4.779 4.898 5.044 5.190 
(Oats 5.150 5.295 5.442 5.589 
5.605 5.735 5.841 5.938 
0.5 ec. NaOH 6.052 6.154 6.211 6.263 
1.0 » ” 6.564 6.550 6.547 6.550 
5» ” 7.001 6.946 6.883 6.837 
0 » ” 7.450 7,369 7.263 7.190 
2.5 ” a 7.808 = == 
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Fig. 5. (cf. Table VI) 


0 
: 2.0 1.0 0 1.0 2.0 


1 
qi N HC1— — 34N NaOH 


titration curves of these four mixtures were determined. Results 
are given in Table VI. and Fig. 5. All four titration curves 
cross on a single point. This means that the addition of phos- 
phate in above mentioned proportions does not influence the value 
of pK’. Therefore, in the following experiments a 0.02 M phos- 
phate solution was added to the urine in a proportion of 1:9. 

(3) If the equi-molar proportion of the two phosphates is 
changed when the phosphate is added to the urine, the deter- 
mination of pK’ looses its meaning. It is not certain that this 
cause of error does not occur, as urine usually contains Ca which 
may produce a precipitate of CaHPO, on addition of secondary 
phosphate. In practice when the reaction of the sample ap- 
proaches alkalinity on titration, it becomes often turbid. This 
cause of error is examined experimentally. In Fig. 6, A is the 
titration curve of a urine to which a 0.02 M phosphate solution 
containing the two phosphates in the equi-molar proportion has 
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1.0 0 1.0 
eT Els 
io NHC — — jo ’ NaOH 


been added. On the same pH level, the difference in the abscissa 
indicates the amount of acid or alkali consumed by the phosphate 
contained in the urine. By this procedure the titration curve 
of phosphate contained in the urine is estimated, which is given 
by the curve a in Fig. 7. The curve c in the same figure is the 
titration curve of a pure phosphate solution of 0.02 M concen- 
tration. The middle point of this latter curve was 6.86. But 
the graph was displaced downwards to bring it to cover the curve 
a. Here we see at once that the two curves coincide with each 
other on the acid side of titration, but go quite apart from each 
other on the alkaline side. This result shows us that a certain 
chemical change is taking place in the phosphate on the alkaline 
side. Similar experiments were repeated with the same urine, ‘ 
of which Ca was eliminated by addition of K-oxalate in 0.1%, 
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being filtered after 2 hours. The curves A’ and B’ in Fig. 6 
and the curve b in Fig. 7 give the result. Here we see that the 
curve b agrees quite sufficiently with the curve c. Thus it is 
proved that the Ca content of a urine causes an error in the 
titration curve of phosphate existing in the urine on the alkaline 
side of titration. We do not maintain that the precipitation 
of CaHPO, fs the only cause of this error, but at least it is safe 
to eliminate Ca contained in the urine, when the pK’ value of 
the phosphate in it is sought for. For this purpose it is prefe- 
rable to add to a urine sample a 10% K-oxalate solution in a pro- 
portion of 1:99. This is sufficient to eliminate the error due 
to Ca contained in the urine. It is advisable not to boil the 
sample when eliminating Ca with oxalate, as the reaction of the 
urine as well as the titration curves undergo a change on boiling. 
When the experiment is carried out with urine without elimina- 
ting the Ca in it, the titration curve is reliable only on its acid 
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side. With due precautions to this fact, it is possible to obtain 
-a reliable value of pK’ from results of such experiments, but 
it is safer to do the determination with a sample to which 
oxalate has been added. COs contained in the urine is partly 
driven out on titration, but, that this brings no measurable error 
to the value of pK’ was confirmed. 

From these three preliminary experiments, the value of pK’ 
of phosphate existing in urine is determined as follows. To 
human urine is added a 10% K-oxalate solution in the propor- 
tion of 1:99. After two hours or so the mixture is filtered, and 
thus a Ca-free urine sample is obtained. This sample is divided 
in two portions. To one is added H2O in the proportion of 1:9. 
To the other is added, in the same proportion, a 1/5M phos- 
phate solution containing the two phosphates in the equi-molar 
concentration. The titration curves of these two mixtures are 
determined at 18°C. The point of intersection of these two 
curves gives the value of pK’. 

This determination was performed eight times on urines of 
‘ five persons. As is given in Table VII, the pK’ value varied 
from 6.54 to 6.74 of which the mean value was 6.62 at 18°C. 
Referring to the result obtained in the first section of this paper, 
we know that, in an ionic strength of ordinary urine (Vu =cea. 


TaBLe VII. 
pK’ of phosphate 
offered urine by (cross point of 
titration curves) 
Sohji 6.54 
Shima (1) 6.56 
. (2) 6.63 
(3) 6.61 
Yoshimura (1) 6.74 
(2) 6.67 
Saito 6.66 
} Fujimoto 6.54 
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0.45). the pK’ value at 37°C is smaller than that at 18°C. by ca. 
0.1. Thus we have 6.4—6.6 for the pK’ value which is applicable 
to the phosphate dissociation in urine at 37°C. No individual 
difference is seen in the value thus determined, as the variations 
among different persons lie within the same range as that among 
daily variations of one person. 

On the other hand, when the value of pK’ was computed 
after Sendroy-Hasting’s formula, given above, the concen- 
tration of NaCl in the urine being assumed to be 1-2% (VVp= 
0.414—0.585), the figure 6.42—6.63 was obtained, which almost 
agrees with the data given above. This tells us that the ionic 
strength of the urine is mainly held by NaCl. 


SUMMARY. 


1. The value of pH of a phosphate solution, which contains 
both the primary and secondary phosphates in an equi-molar con- 
centration, gives the value of the apparent second dissociation 
exponent, pK’, of the reaction. 


HPO. ean Pe Oye = 


The determination was repeated by means of the quinhydrone 
electrode method. Then from this result the thermodynamic dis- 
sociation exponent, pK, of the same reaction, caleulated with the 
aid of Debye-Hiickel’s formula, was found to be 7.04 at 18°C, 
7.02 at 25°C and 7.01 at 37°C. This value at 18°C does not 
agree with Cohn’s figure, 7.16 at the same temperature. 

2. The value of pK’ determined as described above is ap- 
plicable to a phosphate solution of the same concentration, but 
differing in the ratio of the two phosphates, except when the 
ratio is very extreme. In the latter case, when the ratio is 1:9 
or 9:1, the value of pK’ found experimentally becomes smaller, 
owing to the change in the ionic strength and the influence of 
the individual properties of the ions. 

3. When the phosphate solution contains a neutral salt such 
as NaCl, KCl, MgCle or MgSOu, the value of pK’ determined in 
this solution becomes smaller owing to the increase in the ionic 
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strength and also to the individual properties of co-existing ions. 
The value of pK’ diminishes with increase in the ionic strength. 
The effect of ionic properties is sometimes very marked, amount- 
ing to 0.35 at an ionic strength of 0.1. The ions act in order 
of 

K<Na < Me 
and 

phosphate < SO, < Cl 


Referring to these facts it is conceivable that the value of 
the thermodynamic dissociation constant of the phosphate reac- 
tion mentioned above, which is deduced from the experimental 
data by the aid of Debye- Hiickel’s equation, includes a systema- 
tic error owing to the effect of the individual properties of ions 
contained in the solution examined. The value of the apparent 
dissociation constant is not a simple function of the ionic strength, 
but suffers from the same error, so that the accurate value of it 
should be determined with the solution to be examined. 

4. A new method of determining the value of pK’ of the 
second dissociation in a phosphate solution is described. The 
value for human urine is determined by this method and its mean 
value, 6.62 at 18°C, is obtained. The value at the body tempera- 
ture is estimated to be in a range of 6.4—6.6. 
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INTRODUCTION. 


A weak acid HA maintains an equilibrium of dissociation 
in an aquaeous solution, and, according to the law of mass action, 
a quantitative relation is established, 

H+|[A- 

aa t= 
where K’ is the apparent dissociation constant of this acid, and 
varies slightly according to the concentration and other factors. 
For theoretical consideration it is better to take the thermodyna- 
mic dissociation constant K, instead of K’, but for the practical 
purpose of discussing the physiological meaning of the acid-base 
eqilibrium, the apparent dissociation constant K’ becomes the 
question. 

The value of K’ is ecaleulated by determining the values of 
[H*],{[A-]and[HA]. This is done in several ways: (1) The most 
popular is by conductivity measurement, applying Ostwald’s 
dilution law. (2) From the pH value of a pure solution of the 
acid, the dissociation degree is computed; or, if a solution is 
prepared to hold [A~]=[HA], then the value of [H*] in this 
solution is equal to K’. In another procedure, the solution is 
titrated step by step, and the value of K’ corresponding to each 
titration point is obtained from the corresponding pH value. 
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The average of these will give its most reliable value. (8) The 
degree of hydrolysis of a salt of the weak acid in a solution is 
determined, from which the value of K’ is deduced. 

All these methods are applicable only when the concentra- 
tion of the solution is accurately known. When the concentration 
is unknown, no method has been found. In the present paper 
a new method is reported, by which the value of K’ is deter- 
mined with a solution of the acid to be studied of unknown 
concentration. By this method the second dissociation constant, 
K’, of phosphoric acid has been determined. 

As the second dissociation constant of phosphoric acid, several 
different values have been reported, e.g. 1.95x 1077 at 18°C (in a 
range of 0.02-0.1M) by Abbott and Bray (1909); 2x10-° at 
25°C (ca. 0.01M) by Blane (1920); 1.41077 at 20°C (ca. 1/80 M) 
by Britton (1927) ete. Those reported by Cohn, Prideaux 
and Ward, Jowett and Millet are the thermodynamic dissocia- 
tion constants, which are out of the present problem. 


THEORETICAL BASIS OF THE METHOD. 


The dissociation equilibrium of a weak acid in a solution is 
expressed by 


HA@H*++A- 
LAS Ag] 
and erg ean AO 
eeu 
: a 
or pH=pK’ +log Gag (otter teers dee ss (1) 


were x represents [A~], and C represents the total concentration, 
[A-]+[HA]. 

Now assuming that a certain amount of a strong acid of the 
normal concentration a, or a strong base of the normal concentra- 
tion b is added to this solution, then the pH value of the solu- 
tion is lowered by h or raised by the same amount, h, respectively, 
the total concentration of the phosphate C being unchanged. 
The acid or base added to the solution is regarded as entirely 
used up in neutralizing HPO,-~ or HePO,4 respectively. Then 
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we have 
L—a 
BEN oR ae RO ALOR pee eee tad cists ig iv eens 
PEGS ge eee (2) 
or 
a+b 
on hap tlhe 2 IS Sse, 
I Ves 8 GO (e+d) (3) 


Eliminating C and « from the equations (1), (2) and (3), we have 


10”a—b 
2 EG at ob eho eee se ete de ee 
p p Pe ep (4) 
Taking A=1, we have 
l0a—b 
K’=pH—1 OM a aise OP CERES chee aE Soe OIE 5) 
dee Boeri ee i 


In practice, the titration curve of the solution is determined, and 
taking a certain point as the middle point, the normal concen- 
tration a or b is found on the graph, which shifts the pH value 
of the point by 1 towards the acid side or the alkaline side. 


Estimation of pK’ in the second dissociation of phosphoric 
acid by the new method. 


A 1/20M primary phosphate solution and a 1/20M secondary 
phosphate solution were mixed in equal parts. To each 5ee. of 
the mixture was added a different amount (0.5-2.5 ec.) of 1/10 
N NaOH or 1/10 N HCl, and the whole volume was made up to 
7.5 ec. with H.O. Thus, each portion had a different pH, con- 
taining the phosphate equally in1/30M. ‘The pH values of these 
portion determined are given in Table I. The pH values were 


TABLE I. 
1/20M. 1/20M. ; 
Phosphate cree HO pH Phosphate a H.O pH 
mixture a : mixture 
5:0iee, |e 2:5.e¢, | 04 Ec: 8.077 5d. ce. 0.5 cc. | 2.0 ce. 6.600 
” 2.0 » 0.5 » 7.619 ” 1.0 » ilyay 6.409 
” ise 1.0 » ABeel ” 2? 1.0 » 6.120 
” 1.0 » yes? 7.120 ” 2.0 » 0.5 » 5.626 
” 0.5 » 2.0 » 6.957 ” 2.0) 22 0 » 3.558 
” QO » 2.5 6.773 
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plotted against the amount of the acid or alkali added, and so 
the titration curve was obtained (Fig. 1). 
points corresponding to pH 6.00, 6.25, 6.50, 6.75, and 7.00, were 
chosen arbitrarily, and the values of the above defined a and b 
corresponding to these points were determined on the graph, 
from which the values of pK’ were calculated. These values are 


all given in Table II. The point of higher pH value than 7.00 


K. Shima: 
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On this curve, five 


TABLE II. 
amount of acid or alkali 
DEL to shift pH by 1. pK’ 
a(HCl) b(NaOH) 
6.00 0.57 ce. 2.33 ce. 6.829 
6.25 0.88 » 2.62 » 6.862 
6.50 1.28 » 2.60 » 6.884 
6.75 1.85 » 2225 33 6.854 
7.00 2.33 » 1.83 » 6.871. 
AVETAZS ors e ere rc sees sees ees er sreesrearenesececesvssnas 6.860 
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are not chosen, because the error due to the quinhydrone electrode 
is marked in this range. 

As can be seen in the table, the pK’ values thus computed 
agree with one another within 0.06 pH. Here we see that the 
pK’ corresponding to pH 6.00 is somewhat lower than for the 
other four values. This seems to be due mainly to two facts, 
namely poorer buffering ability and stronger ionic strength. 
Including’ this figure, however, the average of all estimated data 
gives pK’ =—6.860 (K’=1.38 x 1077) at 18°C which agrees well with 
Britton’s figure or roughly with Abbott and Bray’s, but 
differs far from Blane’s figure. 

The above mentioned computation of the pK’ value is carried 
out under the assumption that the pK’ is not affected by titra- 
tion. This assumption, however, is not strictly correct, as the ionic 
strength and also the proportion of the two phosphate ions, as 
well as other co-existing ions change with the progress of titration. 
Thus the present method includes a certain systematic error. 
The magnitude of this error was found as follows. Five phosphate 
mixtures were prepared, each of which contained the primary 
and secondary phosphate ions in equal molar concentration, but 
differed in their total concentration being 1/7.5M, 1/15M, 1/30M, 
1/60M and 1/120M. The pH values of these mixtures are given 
in the second column of Table JII. It has already been shown 
in the previous report that the pH value of such a phosphate 
mixture gives the pK’ value at the concentration of that mixture, 


TABLE III. 
pK’ 
Total = 
concentration pH of equi-mol. caluculated by 
of phosphate phosphate the new do. corrected 
solution (B) method (A) 
1/7.5 M 6.586 6.659 6.60 
ilyAlss sb 6.697 6.785 6.69 
1/30 » 6.773 6.861 6.76 
1/60 » 6.835 6.944 6.84 
1/120 » 6.879 6.988 - 6.89 
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and this value applies also to a phosphate mixture of other ratio 
than that of equal concentration of the two phosphate ions, except 
when the ratio is extreme. 

Next, the titration curves were separately determined with 
these five mixtures; taking the original pH of each mixture as 
the arbitrary middle point, the pK’ was estimated by the present 
method as described above. Results are given in the third column 
of Table III. 

Now plotting these two sets of pK’ values against the total 
concentration of the phosphate, Fig. 2 is obtained, in which we 


Hig, 2: 


0.01 0.05 0.10 0.15 


see that the pK’ computed by the present method (A) is higher 
in all concentrations by about 0.10 than that given by the pH 
of the original mixture (B). If we assume that the latter gives 
the correct value of pK’, 0.10 may be regarded as the systematic 
error of the pK’ computed by the new method. Accordingly, if 
we want to know the pK’ value of phosphate applicable to a 
solution which contains phosphate in an unknown concentration, 
we can find it by estimating the pK’ value by means of the new 
method, and by reducing the value by 0.10; the figure should be 
taken to the second decimal place. It is obvious from results 
given in Table II that this procedure is applicable to a solution 
in which two phosphates are contained in different amounts. 
The reason why the pK’ value calculated by the new method 
is larger than that obtained directly from pH of the equi-molar 
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solution of the two phosphates, is that the titration curve of the 
mixture is not strictly symmetrical on both sides, but the amount 
of the acid to reduce the pH by 1, a, is smaller than the amount 
of the alkali needed to raise the pH by 1, b., so that log (10a- 
b)/(10 b-a) becomes negative. Such asymmetry in the titration 
curve is also in Cohn’s results. This incongruity is regarded 
as due to the effect of ionic strength of the solution or to the 
specific properties of ions co-existing in it. 

As is observable in Table III, the pK’ value diminishes with 
increased concentration. Therefore, it is not correct to apply a 
universal value of pK’ to a phosphate solution of unknown con- 
centration, but the value for such a solution should be estimated 
by the present method. 


SUMMARY. 


A new method of estimating the apparent dissociation con- 
stant of a weak acid is described. The method is applicable to 
a solution of unknown concentration. 

The second dissociation constant of phosphoric acid was 
determined by this method; it was proved that the value decreases 
with increased concentration. Numerical values found are given 
in the text. 
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In the preceding paper (Beard and Pizzolato, 1938 a) much 
evidence was given to show that creatine is formed in metabolism 
according to the following scheme :— 

Amino acids>Glycine + Urea>Glycocyamine — (CH3)—Creatine 
Much experimental evidence from the literature was also discussed 
showing the validity of the reaction in this connection. Most of 
these results were confirmed by Mourot (1937), who showed that 
all of the amino acids, and especially arginine, histidine and glycine, 
increased creatine excretion. Conclusive evidence has, therefore, 
been published showing that creatine does not have a unitary origin 
in the body but may arise from amino acids and related substances. 

Beard and Pizzolato (19388b) also observed that the 
parenteral injection of the purines and their methylated deriva- 
tives, such as caffein and theobromine, gave striking increases in 
creatine formation and excretion over that obtained with the parent , 
purine, xanthine. The same was true for methyl methionine and 
methyl urea as compared to methionine and urea. In the case of 
the methylated purines the increases were so large that it was neces- 
sary to suggest that they “stimulated” creatine formation and ex- 
cretion in these cases. 

Since creatine is a methylated amino acid it is possible that 
any substance containing methyl-amino groups that increase the 


* The results given in this paper were taken from a thesis presented 
by Charles J. Kelly to the Graduate School of Louisiana State University 
in partial fulfillment of the requirements for the Degree of Master of Science, 
June, 1938. 
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methylation process in the body will, at the same time, increase 
creatine formation and excretion. In the present study an attempt 
has been made to determine the mechanism of this process in this 


connection. 


EXPERIMENTAL. 


Young adult white rats of average weight of 200 gms. were 
used. They were fed on the stock diet of the laboratory (Beard 
and Pizzolato, 1938 a). Two types of experiment were carried 
out, one in which the creatine content of the muscles was deter- 
mined for one or two days following intraperitoneal injection of 
various supplements, and the other in which the amount of extra 
creatine and creatinine excreted into the urine under these condi- 
tions was determined. The metabolism cages rested on a 14 inch 
funnel in a wooden stand to which was attached a 100 ce. graduate 
in which the urine, free from food and feces, was collected under 
toluene. After the urine studies were completed the animals were 
again injected with the same dose of supplement and the muscle 
creatine determined 2 days later. These results were then checked 
by using more animals for muscle creatine studies alone. 

Total creatinine in the urines was determined by autoclaving 
the urine samples with HCl according to the method of Myers 
and Benedict(1907). Preformed creatinine was determined with 
alkaline picrate as usual. Muscle creatine (total creatinine) was 
determined by the method of Rose, Helmer and Chanutin 
(1927). During the course of these studies the Fisher electro- 
photometer was used in checking the accuracy of the creatinine 
estimations with alkaline picrate. Comparable checks were ob- 
tained in most cases. The electrophotometer determined values 
within 0.03 mg creatinine per ce., which is equivalent to a variation 
of only 1.5 mg creatinine in the 48 hour sample of urine. In some 
cases the specificity of the reaction of creatinine in alkaline picrate 
was determined by the specific creatinine enzyme of Miller and 
Dubos (1987). 
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RESULTS AND DISCUSSION. 


The injection of 100 mg. doses of methyl oleate, lactate, laurate 
and myristate, 50 mgs. of trimethyl acetie acid, and 200 me. and 
lgm. of methyl carbonate, failed to give any increase in muscle 
creatine from 1 to 2 days following injection. These results con- 
firm those previously published from this laboratory, in which it 
was shown that both the methyl and amino groups of the amino 
acids were necessary for creatine synthesis (Beard and Pizzolato, 
1938 a). It is evident, therefore, that methyl groups, when com- 
bined as esters of fatty acids, or simply substituted in the fatty 
acid, do not influence creatine formation. The same is true of 
methyl compounds which are not known to be methylating agents 
‘in the body. 


Chart 1. 


Effect of Parentral Injection of Different Amines and Methyl Urea upon 
Creatine Content of Muscle Tissue. (The numbers in circles 
represent the number of animals used in the experiment). 
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Charts 1 and 3 show that methyl urea in 300mg doses gave 
the largest increases in urinary creatine of any compound injected. 
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Chart 2. 


Effect of Parenteral Injection of Methyl Alcohol, Glycolic Acid, 
Paraformaldehyde, and Methyl Iodide upon Creatine 
Content of Muscle: Tissue. 
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An increase in muscle creatine also occurred. It has already been 
shown that urea in similar doses increases creatine formation up 
to 90 per cent above normal (Beard and Pizzolato, 19388 a). The 
reason why methyl urea did not give as great an increase in muscle 
creatine as urea was due to the fact that the methyl derivative 
caused a large increase in creatine excretion in the urine. These 
results indicate that both the methyl group and the urea portion of 
the molecule influence creatine formation and excretion. 

The results given in Charts 1 and 4 show that mono-di- and 
trimethyl amines in 100mg doses increased muscle and urinary 
creatine. The variations in the results obtained were no doubt due 
to differences in the metabolism of these compounds, as observed 
by Langley (1929, 19380). Kapellar-Adler and Toda (1932) 
found that feeding of creatine or creatinine caused a 5 to 6 fold 
increase in the excretion of methyl amine. It was also shown that 
the excretion of this substance is increased in conditions associated 
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Chart 2: 


Effect of Parenteral Injection of Methyl Urea and Methyl Alcohol 
upon Creatine-Creatinine Metabolism. 
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with creatinuria. It is therefore possible that the transformation 
of the amines into creatine is a reversible reaction in the body. 

Methyl alcohol in 50mg doses gave significant increase in 
muscle creatine (Chart 2). Methyl iodine (Charts 2 and 6) gave 
as much extra creatine in 25 me doses as methyl alcohol gave in 
100 mg doses. Stuber (1923, 1927) considers that the methylation 
of glycocyamine to creatine is a specific function of the thyroid 
gland in dogs, rabbits and cats. These animals, when throid- 
ectomized, were able to methylate elycocyamine to creatine after 
the feeding of thyroid substance, iodine, iodides or normal blood. 
Hence both the methyl and iodide radicals play a part in creatine 
synthesis in the body. 

Glyeoliec acid, as shown in Charts 2 and 6, was almost equal 
to methyl alcohol in creatine formation. Beard and Pizzolato 
(1938 a) and Milhorat and Toscani (1936) have shown that 
this acid increases creatine formation and excretion. Davenport 
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Chart 4. 


Effect of Parenteral Injection of Amines upon 
Creatine-Creatinine Metabolism. 
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and co-workers (1938) believe that this acid may be an intermediate 
compound in the methylation of glycocyamine to creatine and that 
it may be derived from either arginine or glycine. 

The injection of paraformaldehyde or methyl alcohol gave 
about the same production of extra creatine in the muscles and 
excretion in the urine. (Charts 2, 3 and 6.) Keeser (1931) has 
shown that formaldehyde can be demonstrated in the body fluids 
of the rabbit poisoned with methyl alcohol, and Sollmann (1926) 
stated that formaldehyde in the body is oxidized by the Canniz- 
zaro reaction to methyl alcohol and formic acid. These substances 
may be interconvertible in the body and act as methylation agents 
in creatine synthesis. Challenger (1936) also suggested that 
formaldehyde may arise from glycine and serve as a methylating 
agent in animals and plants. 

While prostigmin gave significant increases, acetyl choline 
(Charts 2 and 5) gave no increase in muscle creatine, confirming 
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Chart 5. 


Effect of Parenteral Injection of Acetylcholine, Metholyl and Prostigmin 
upon Creatine-Creatinine Metabolism. 
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our previous results with these compounds (Beard and Pizzolato, 
1938 a). Mecolyl also gave significant increases in muscle creatine 
and the largest increases in creatine excretion of any of these drugs 
(Charts 2 and 5). Prostigmin with acetylcholine gave significant 
increases over that produced by the former compound alone (Charts 
2 and 5). The results which may be obtained when mecolyl, a 
stable form of acetylcholine, is injected with prostigmin, should 
prove of much interest. 

As a result of previous work reported from this laboratory, to- 
gether with the results obtained in the present study, the following 
reactions are submitted to illustrate the possible mechanisms of 
creatine synthesis in the body :— 

1. Methyl urea+ Glycine Creatine+ H,0. This reaction is 
analogous to that between sarcosine and urea in creatine synthesis 
(Beard and Pizzolato, 1938 a). 

2. Urea+Methyl Amine— Methyl Guanidine+ Glycine > 
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Chart 6. 


Effect of Parenteral Injection of Glycolic Acid, Paraformaldehyde, and 
Methyl Iodide upon Creatine-Creatinine Metabolism .(* The second 
injection of 100 mgs. paraformaldehyde killed all 3 animals 
of this study). 
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Creatine+ HO. All of the components of this reaction have been 
shown to increase creatine formation in young rats (Beard and 
Pizzolato, 1938a). Another possibility is that glycine may be 
changed into methyl amine which would then serve as the methylat- 
ing agent in this connection :—Glycocyamine+ Methyl Amine > 
Creatine + NHsz. 

3. Glycine+ Methyl Alcohol + Methyl Glycine +H,0 Methyl 
Glycine + Urea — Creatine. Schmidt and Allen(1938) suggested 
methyl alcohol as the methylating agent in the transformation of 
pyridine into methyl hydroxypyridine in the body. Beard and 
Pizzolato(1938 a) suggested that glycine might first be methylated 
to sarcosine which then condenses with urea to form creatine. 
Kutscher and Ackermann (1936) have also suggested that 
glycine was “guanylated” (introduction of the guanidine group) 
and methylated to creatine. Kossell and Edlbacher (1915) dis- 
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covered glycine in the testes of Strongylocentrotus lividus and 
Astropecten aurantiacus, and sacrosine in the radial caeca of Astro- 
pecten aurantiacus. These findings suggest that glycine is 
methylated by steps and that sacrosine represents an intermediate 
product between glycine and glycine betaine. 

4. Glycine +3CH3I+ 3Na0H —> Betaine+3Nal4+3H.0. This 
reaction is that of Griess (1875) for the formation of betaine from 
glycine and is also the basis of the exhaustive methylation method 
of the amino acids of Engeland (1909). However, due to the 
alkalinity, it would not occur in the body. 

5. Glycine > Glycolic Acid — Glycol Aldehyde > Methyl 
Alcohol + Formaldehyde — Formic Acid > Na Formate (urine). 
All of these compounds, except formaldehyde, occur in the body 
and all of them except glycol aldehyde, formic acid and its sodium 
salt, which have not been studied, increase creatine formation and 
excretion to about the same extent. This would indicate that they 
are supplying 1 methyl group in creatine synthesis, since much 
work from this laboratory shows that a compound containing 1 
methyl group gives about a 30 to 40 per cent increase in creatine 
formation. 

Tripoli and Beard (1934) were the first to suggest that 
glycine and other amino acids could act as methylating agents in 
creatine synthesis in the body. The following scheme is suggested 
to illustrate the changes that occur :— 

The only theoretical substances in these equations are shown 
in the dotted areas. <All of the constituents of these reactions, 
with the possible exception of guanidine butyric acid, are normal 
constituents of the body. Hydantoie acid is a uramino acetic acid 
which the body can produce by the conjugation of carbamic acid 
with the amino group. Experimental evidence published by our- 
selves and many others shows conclusively that arginine, glycine 
and glycocyamine form creatine under proper exprimental condi- 
tions in the body. Evidence from this laboratory shows further 
that urea and glycine injected together gave more creatine in the 
muscles than the injection of either alone. Hydantoin gave in- 
creases in muscle creatine of almost 100 per cent. It has not yet 


164 + Kelly and Beard: 


NH; Vo 
x teas 
c=0 —> C=|0+H,|NH 
Nee ae 
NH|H+H.N| ae ‘Amino Acids' 
CH, CHa. +H:O | 1 (Glycine). 
| 
COOH COOH CH.MH, 
Urea Glycine Hydantoic NH. COOH 
Ls + NU, 
t C=NH ae 2 
eee waa) fo GENE +H.0+00 
NH, | NH,! ve NIH+HO| Gy, = 2 2 
| va } 
ie iC=NH | CH, gee ae N.CH, 
NH i aye COOH CHe 
ae le z COOH 
CH, CH, | Guandine NH; 
‘| Acetic é 
Age nee # Acid Glycolic Creatine 
| i| Acid 
CHs iCH3 (Methylption) 
| i| 
CHNH» ‘COOH | 
pews e 0 Seeete 
COOH 
Guanidine 
Arginine Butyric 
Acid 


been shown that the amino acids are transformed into glycine, and 
guanidine butyric acid has not been tested in creatine formation. 
With these two exceptions definite experimental evidence has been 
published from this and many other laboratories proving the 
validity of the above reaction in creatine synthesis. 

The only difference in the above scheme of methylation of 
elycocyamine and that offered by Davenport and co-workers 
(1938) is that glycolic acid is known to arise from glycine in the 
body, and while this possibility is admitted, they are inclined to 
believe that it arises from arginine instead. At the present time 
there is no evidence to show that glycolic acid arises from arginine 
in the body. Also this amino acid is by no means the only one 
that takes part in the synthesis of creatine (Beard and Pizzolato, 
1938 a), and glycolic acid is not necessarily the only methylating 
agent present in the body (Beard and Pizzolato, 1938 b). How- 
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ever, we believe that under the usual conditions of metabolism in 
the body glycolic acid is the normal methylating agent for gly- 
cocyamine in creatine synthesis. Under other conditions, such as 
injection of different purines, prostigmin, etc., the methyl groups 
of these compounds “stimulate” this methylation process in creatine 
formation. 

Oxidative deamination of the amino acids occurs in the body 
with the production of ketonie acids, which on further oxidation 
would yield a fatty acid with one less carbon atom than the original 
amino acid. However, it has been observed in this laboratory that 
pyruvie acid, lactic acid, and glucose, as well as different fatty acids 
and their methyl esters, did not increase creatine formation above 
normal (Beard and Pizzolato, 1938a). Thus, according to our 
view, the mechanism whereby glycine acts as a methylating agent 
through glycolic acid, as shown in the above equation, would be by 
hydrolytic deamination with the formation of the hydroxy acid. 


SUMMARY AND CONCLUSIONS. 


Various compounds containing methyl and methyl-amino 
groups were injected parenterally into young rats to study their 
influence upon creatine formation and excretion in the body with 
especial reference to the methylation process involved. Highty- 
seven control and 105 experimental animals were used in the muscle 
studies and 44, each of which was its own control, in the urine 
studies. The following conclusions were obtained :— 

1. Compounds containing methyl groups, which are not 
known to be methylating agents in the body, do not influence 
creatine formation. 

2. Those containing methyl groups attached to nitrogen, as 
in methyl amine, methyl urea, prostigmin, mecolyl or ecaffein, in- 
creased creatin formation and excretion. 

3. Methylating agents, such as methyl alcohol, methyl amines, 
glycine, glycolic acid and paraformaldehyde, also increased creatine 
formation and excretion. These increases were similar to those 
obtained from a creatine precursor containing 1 methyl group. 

4. Methyl urea gave the largest increases in creatine excre- 
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tion of any compound injected. 

5. Glycine, by hydrolytic deamination, is converted into gly- 
colic acid, which serves as the normal methylating agent for gly- 
cocyamine in creatine synthesis in the body. 

6. Reactions were given, together with experimental evidence 
for their validity, to illustrate further the mechanism of the 
methylation process in creatine formation. 

7. The excretion of performed creatinine was not influenced 
by the injection of the various substances used in this study. 
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UBER DEN EINFLUSS DER ERNAHRUNG AUF DIE 
WIRKUNG DES ADRENALINS. 


Ill. Mitteilung. Uber den Quotient K/Ca im Blut 
bei verschiedenen Ernihrungsweisen. 


Von 


KEIZO YOSHIO. 


(Aus der med. Universitétsklinik von Prof. Dr. N. Kageura, 
Nagasaki, Japan.) 


(Hingegangen am 11. August 1938) 


Die Veroffentlichung Loebs (1899), dass bei der Entwicklung 
der Seeigeleier anorganische Salze eine besondere Bedeutung haben, 
richtete die Aufmerksamkeit auf die Rolle der Mineralstoffe im 
Organismus, sodass seither zahlreiche wertvolle Untersuchungen 
dartiber ausgefiihrt wurden. Vor allem ist Zondek (1921), der 
sich sehr scharfsinnig mit diesem Thema beschiaftigt hat, der 
Ansicht, dass die Funktion des vegetativen Nervensystems wesen- 
tlich von der Verteilungsanderung der Hlektrolyten abhiangt, die 
sich an einem Erfolgsorgane vollzieht. Der Vagus wirkt z. B. 
immer wie Kalium, der Sympathicus wie Calcium; reizt man 
den Vagus (mit Pilokarpin) bzw. den Sympathicus (mit Adrenalin), 
so ist der Effekt der gleiche, als wenn kiinstlich ein Ubergewicht 
von Kalium bzw. Calcium geschaffen wiirde. Die Wirkung der 
vegetativen Nerven besteht also darin, an den Grenzflachen der 
Zelle die Verteilungsinderung der Elektrolyten herbeizuftihren, 
und zwar fiihrt der Vagus zu einer Verteilungsanderung im Sinne 
einer relativen Kaliumkonzentrierung, der Sympathicus zu einer 
im Sinne einer relativen Calciumkonzentrierung. Bei solehem 
Sachverhalten muss die Erforschung der Elektrolytenverteilung 
sowohl im Gewebe als auch im Blut eine grosse Bedeutung fir die 
Pathologie des vegetativen Nervensystems bzw. der innersekretori- 
schen Organe haben, was auch von Hatta (1929) hervorgehoben 


wurde. 
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In meiner I. (1933) und II. Mitteilung (1937) wurde an- 
gegeben, dass bei Hunden der Glykogengehalt sowohl der Leber 
als auch des Muskels bei Fiitterung mit kohlehydratarmer Diat 
(Hiweiss-, Eiweissfett- und Fettdiat) und bei Hunger viel geringer 
als bei kohlehydratreicher gemischter Kost ist, und dass die 
hyperglykimische Wirkung des Adrenalins bei kohlehydratarmer 
Diait und Hunger eher stirker und langer dauernd ist als bei 
gemischter Kost, mit anderen Worten dass zwischen der Hyper- 
elykamie nach Adrenalin und dem Glykogenbestand des Orga- 
nismus kein direkter Parallelismus im quantitativen Sinne des 
Wortes nachzuweisen ist. Diese scheinbar paradox klingende 
Erscheinung bedarf noch weiterer Forschung. 

Die vorliegende Arbeit hat bezweckt, den Kalium-und Cal- 
ciumgehalt im Blut bei den genannten verschiedenen Ernahrungs- 
weisen zu untersuchen, weil sie typische Exponenten der ant- 
agonistisch wirkenden Ionengruppen darstellt, mit der Erwartung, 
dass hei Veranderung der Ernahrung die Verteilung der Elektro- 
lyten bzw. Ionen im Organismus sich veradndert, sodass der Orga- 
nismus vegetativ (z. B. sympathicotonisch) stigmatisiert ist (d. h. 
sog. vegetative Stigmatisierung nach v. Bergmann (1926)). 


EXPERIMENT. 


Vier gesunde, mannliche und ausgewachsene Hunde von ver- 
schiedenen Rassen, die zuerst, wie bei uns iiblich, mit kohle- 
hydratreicher gemischter Kost genihrt worden waren, wurden mit 
Hiweiss-, Eiweissfett- und Fettkost gefiittert und erhielten schlies- 
slich wieder gemischte Kost. Jede einzelne Ernaihrungsperiode 
dauerte in der Regel drei Tage. Dann wurde 24 Stunden nach 
der letzten Nahrungsaufnahme die erforderliche Menge Blut aus 
Vena jugularis mit einer Spritze entnommen und gleich nachher 
Adrenalin eingespritzt, um unter genau derselben Versuchsanord- 
nung wie bei der friiheren Untersuchung zu verfahren. Um 
Sicherheit der Versuchsresultate erwarten zu kénnen, wurde das 
Experiment je 5 mal bei jeder einzelnen gleichen Hrnahrungs- 
periode ausgefiihrt. Der K-und Ca-Gehalt des Blutes wurde 
nach Kramer und Tisdall (1921) bestimmt. Acht andere 
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Hunde, die vorher mit kohlehydratreicher gemischter Kost ernihrt 
worden waren, wurden zuerst eine bestimmte Zeit lang dem 
Hunger ausgesetzt, dann wurde innerhalb von etwa 2 Wochen im 
ganzen 3 mal—namlich nach 1 Woche, nach 14 Wochen und nach 
2 Wochen—die oben genannte Gehaltsbestimmung ausgefiihrt. 
Dann wurden die Tiere in 2 Gruppen, zu je 4, geteilt, worauf 
bei der einen Gruppe eine viertigige Hungerperiode und bei der 
anderen eine etwa ebenso lange Periode von Fettnahrung durch- 
gefiihrt wurde, um die Beeinflussung des Quotienten K /Ca durch 
Fettaufnahme zu ermitteln. 

Wie Tabelle I und II zeigen, wurde in allen Fallen der Ca- 
Gehalt im Blut bei kohlehydratarmer Kost geringer gefunden als 
bei kohlehydratreicher Kost, aber im Gegensatz dazu war der 
K-Gehalt bei der ersteren hédher als bei der letzteren, sodass der 


TABELLE. I. 


a “ Gehalt 
©} AH | (mg %) 3 
ele ce S 
5 = s k's des des i 
ry] be) Be Nahrung < oo F Kaliums | Calciums a 
gle | A gm 0 ‘3 
T1360 2G} . iS) 
H| i BoB im Blut & 
Z 3 ig vor der Injektion 
(1938) 

201) 8,00)24/1 gemischte Kost 1,20 26,03 8,44 3,08 
8,20|27 /» 24-26/1 ” ”» 1,23 27,22 8,33 3,28 
8,50/30/» 27-29/» ” ” 1,27 26,62 7,92 3,36 
8,00] 2/II | 30/I-1/I1 glee ” 1,20 26,03 8,33 pala 
8,10] 5/» 2-4/1 ” ” 1,21 26,03 8,64 3,01 

im Mittel 26,39 8,33 3,19 
7,60} 8/11 5-7/I1 Eiweiss-Kost 1,14 27,22 8,44 3,23 
8,00}1! /» 8-10/» ” ” 1,20 27,81 8,23 3,38 
8,40)14/» 11-13/» ” ” 1,26 27,81 8,12 3,42 
8,50|17 /» 14-16/» ” ” 1,28 27,81 8,23 3,38 
8,60/20/» 17-19/» ” ” 1,29 27,22 8,23 Srl 

im Mittel 27,57 8,25 3,34 
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8,00/23/II | 20-22/II Hiweissfett-Kost 1,20 28,40 7,50 3,79 
8,50/26/ | 23-25/% ” ” LE 28,40 7,92 3,509 
8,70] 1/III| 26-28/» ” » 1,31 27,81 8,12 | 3,42 
8,50} 4/» 1-3/0 ” ” 1,27 27,22 8,23 3,31 
8,50) 7/» 4-6/» ” ” Al 27,81 8,12 3,42 
im Mittel 27,93 7,98 3,51 
8,50)/10/ILI| 7-9/IIT Fett-Kost 1,27 28,99 7,40 3,92 
8,00)13/» 10-12/» ” ” 1,20 29,58 7,81 3,79 
7,80)16/» 13-15/» ” ” aha pf 28,40 TEA 3,68 
7,50|19/» 16-18/» ” ” 1,13 28,40 7,08 4,01 
8,00)22/% 19-21/» ” ” 1,20 27,81 7,40 3,62 
im Mittel 28,64 7,48 3,80 
9,20/25/1I1| 22-24/III gemischte Kost 1,38 26,03 8,85 2,94 
9,00|28/» 25-27/» ” ” i530 26,62 8,44 Sila 
9,00|/31/ 28-30/% ” ” 1,35 27,22 8,65 3,14 
9,20} 3/IV | 31/1II-2/1V ” ” 1,38 27,22 8,23 3,31 
9,00) 6/% 3-50/1IV ” ” USS) 26,62 8,44 Salo 
im Mittel 26,74 8,52 3,13 
202) 9,80)25/1 gemischte Kost 1,47 26,03 Hn | Siile 
10,20|28/ | 25-27/1 ” ” 1,53 27,22 10,94 | 2,49 
10,20/31/ | 28-30/» ” ” 1,53 26,62 9,27 12,87 
10,50] 3/II | 31/I-2/1I ” » 1,87 25,44 8,96 | 2,84 
10,00) 6/» 3-5/1 ” ” 1,50 27,81 8,44 | 3,30 
im Mittel 26,62 9,02 2,99 
9,80) 9/11 6-8/I1 Eiweiss-Kost 1,47 27,22 8,33 Seal 
10,00|12/+ 9-11/» ” ” 1,50 27,81 8,23 3,38 
10,50/15/» 12-14/» ” ” 1,58 28,40 7,81 3,64 
11,00)18/> 15-17/» ” ” 1,65 28,40 7,92 3,59 
11,45]/21/» 18-20/» ” ” 1,72 27,22 8,23 sok 
im Mittel 27,81 8,10 3,44 
10,50/24/IT | 21-23/II WHiweissfett-Kost 1,57 28,40 7,60 3,74 
10,80|27/» 24-26/» ” ” 1,62 28,99 7,50 3,87 
10,50| 2/IIT| 27/1I-1/111 ” ” 1,57 28,40 7,60 3,74 
11,00) 5/» 2-4/TII ” ” 1,67 27,81 8,23 | 3,38 
11,50) 8/» 5-7/» ” » 1,73 27,81 8,03 | 3,47 
im Mittel 28,28 OAK) Gy 
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11,00)11/IIT| 8=10/IIT Fett-Kost | 1,65 28,99 7,29 13,98 
10,60)14/ | 11-13/> oD 1,59 28,99 T AV ai 92 
10,50)17/» | 14-16/» ” ” 1,58 28,40 7,29 13,90 
10,50/20/ | 17-19/» ” ” 1,58 28,40 6.77 .|4,19 
10,00/23/» | 20-22/% ” ” 1,50 27,81 7.501 3571 
im Mittel 28,52 7,25 3.94 

12,5026/III 23-25/III gemischte Kost | 1,88 25,44 8,65 | 2,94 
11,70|29/» | 26-28/» ” ” 1,76 24,85 8,79 | 2,83 
11,60] 1/IV | 29-31/» ” ” 1,74 24,85 8,96 | 2,77 
12,00) 4/» 1-3/IV ” ” 1,80 26,03 | 8,33 13,12 
11,40) 7/» 4-6/» ” » leva, 24,85 8,65 | 2,87 
im Mittel 25,20 8,68 2,91 

203] 7,00|25/1 gemischte Kost 1,05 26,62 9,48 | 2,81 
7,80/28/% | 25-27/1 ” ” ihily 25,44 NOS | Que 
7,00/)31/ | 28-30/» ” » 1,05 26,03 10,00 | 2,60 
8,00} 3/1 | 31/I-2/II ” ” 1,20 26,03 9,48 |2,75 
7,00| 6/» 3-5/1 ” ” 1,05 26,62 9,48 | 2,81 
im Mittel 26,15 9,83 2,67 

7,00| 9/II | 6-8/II Eiweiss-Kost | 1,05 27,22 Oot aed) 2.07 
6,80|12/» 9-11/» ” ” 1,02 27,81 8,96 | 3,10 
7,10|15/» | 12-14/» ” ” 1,07 28,40 8,96 | 3,17 
7,70|18/ | 15-17/» ” ” 1,16 2781. 8,44 | 3,30 
8,00|21/ | 18-20/» ” ” 1,20 27,81 8,85 |3,14 
im Mittel 27,81 888 3,14 

7,00|24/IL | 21-23/II | Eiweissfett-Kost 1,05 28,40 8,44 3,36 
7,00|27/» | 24-26/» ” ” 1,05 27,81 8,96 |3,10 
7,20| 2/111) 27/1I-1/11I ” ” 1,05 28,40 8,54 | 3,33 
8,00) 5/» 2-4/TIT ” ” 1,20 28,40 8,65 |3,29 
8,00] 8/» 5-T/» ” ” 1.20 27,81 8,54 |3,26 
im Mittel 28,16 SORE Beey/ 

7,50/11/11I| 8-10/I1T Fett-Kost | 1,13 28,40 7,81 | 3,64 
7,50/14/% | 11-13/» ” ” 1,13 28,40 8,12 | 3,50 
7,00|17/» | 14-16/» - ” ” 1,05 28,99 Tsien 3.7 
7,00/20/ | 17-19/» ” » 1,05 29,58 Tele. 34 
7,00/23/ | 20-22/» ” ” 1,05 28,99 7,92 | 3,66 
im Mittel 28,87 7,87 3,67 
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8,20)26/III| 23-25/III gemischte Kost 1,23 26,62 8,96 2,97 
8,00|29/ | 26-28/» ” ” 1,20 26,62 9,06 | 2,94 
8,00! 1/IV | 29-31/» » ” 1,20 26,03 917 | 2,84 
9,20} 4/» 13 /DVi ” ” 1,38 27,22 8,96 3,04 
8,70|~7 /» 4-6/» ” ” Lat 26,62 9,06 : 2,94 
im Mittel 26,62 9,04 2,95 
204/ 15,00|27/1 gemischte Kost 2,25 26,62 8,44 8,15 
15,00/30/» 27-29/1 ” ” 2,25: 27,22 9,17 2,97 
14,50) 2/II | 30/I-1/1I ” ” 2,18 26,03 9,79 2,66 
15,00) 5/» | 2-4/1I » ” 2,25 26,62 9,89 | 2,69 
15,00) 8/» 5-7/» ” ” 2525 26,62 8,64 3,08 
im Mittel 26,62 9,19 2,91 
15,00)11/11 8-10/ITI Hiweiss-Kost 2,25 27,22 8,44 3523 
15,00)14/» 11-13/» ” ” 920 28,40 8,12 3,50 
15,5017 /» 14-16/» ” ” 2,33 27,81 8,23 3,38 
15,60/20/+ 17-19/» ” ” 2,34 27,22 8,54 3,19 
15,60/23 /» 20-22/» ” ” 2,34 27,81 8,44 3,30 
im Mittel » 27,69 8,35 3,32 
17,00|26/IL | 23-25/II Hiweissfett-Kost 2,55 28,99 8,02 3,61 
17,00) 1/111} 26-28/+ ” ” 2,55 27,81 8,44 3,30 
17,00) 4/» 1-3/TIT ” ” 2,00 28,40 8,23 3,45 
17,00) 7/» 4-6/» ” ” 2,00 28,40 8,12 3,50 
17,00|/10/» 7-9/» ” ” Pty) 27,81 8,12 3,42 
im Mittel 28,28 819 3,46 
16,00)13/IIT| 10-12/11T Fett-Kost 2,40 28,40 7,92 3,59 
16,00|16/» NES sysp ” ” 2,40 28,99 Toiae 3,76 
16,00)19/» 16-18/» ” ” 2,40 29,58 7,40 4,00 
16,5022 /» 19-21/» ” ” 2,48 28,99 7,50 3,87 
15,00)25/» 22-24 /» ” ” 2,29 28,99 7,60 3,81 
im Mittel’ 28,99 7,63 3,81 
17,50/28/II]| 25-27/III gemischte Kost oF 27,22 8,96 | 3,04 
17,00/31/» 28-30/» ” ” 2,55 25,44 9,27 2,74 
17,20) 83/IV | 31/1II-2/1V » ” 2.58 27,22 8,85 3,08 
16,50) 6/% 3-5/1V ” ” F 26,62 9,06 2,94 
17,00} 9/» 6--8/» ” ” 2,50 26,62 OUT. 2,90 
im Mittel 26,62 9,06 2,94 
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TABEBLE II (a). 


oe a % Gehalt 

8 = ae (mg 7%) & 

a aN S| . a £5 des des 4 

> 3 oe £ Nahrung < ao E Kaliums | Calciums a 

Oo} 2 a & 8 & me 

ee Tio B 6 

b| iM eel ode Blet |e 
o~:0 | vor der Injektion 
ants 

(1938) 

205) 13,50) 5/V gemischte Kost 2,03 27,22 7,81 |3,49 
11,00)12/+ o-141/V Hunger 1,65 30,17 7,19 |4,20 
11,00)16/» 12-15/» ” 1,65 28,40 6,87 4,13 

9,90)20/» 16-19/» ” 1,49 28,40 6,87 4,13 
11,00\24/) 21-23/» Fett-Kost 1,65 28,40 6,87 4,13 

206} 8,30) 5/V gemischte Kost 145) 27,22 7392 3,44 
6,60)12/» 5-11/V Hunger 0,99 29,58 7,08 4,18 
6,40/16/ 12-15 /» ” 0,96 27,81 6,77 4,11 
6,00/20/» 16-19» ” 0,90 27,81 6,77 4,11 

6,90)24 /»» 21-23» Fett-Kost 1,04 27,81 6,77 4,11 

209) 8,20) 6/V gemischte Kost 1,23 27,81 7,19 3,73 
7,00)13/ 6-12/V Hunger 1,05 30,17 6,87 |4,30 
6,60)17/» 13-16/» ” 0,99 28,40 6,77 4,19 
6,20|21/» 17-20/» ” 0,93 28,40 6,77 4,19 
6,80/25/+ 22-24 /+» Fett-Kost 1,02 28,40 6,77 4,19 

210} 10,40) 6/V gemischte Kost 1,56 26,03 8,44 3,08 
8,0013/» | 6-12/V Hunger 1,20 29,58 6,98 | 4,24 
7,80\17/» 13-16/» ” Lipa lip 27,81 6,77 4,11 
7,00/21/» 17-20/» ” 1,05 27,81 6,77 4,11 
7,8025/» | 22-24/»  — Fett-Kost 117 | 27,81 6,77 |4,11 


Quotient K/Ca bei der kohlehydratarmen Kost eindeutig grosser 
als bei der gemischten Kost ausfallt. Die einmal durch kohle- 
hydratarme Ernahrung herbeigefiihrte Zunahme des Quotienten 
K/Ca wird durch Wiederfiitterung mit gemischter Kost in kurzer 
Zeit normalisiert. Merkwiirdiger Weise nimmt dabei der Quotient 
in der folgenden Reihenfolge zu: kohlehydratreiche gemischte, 
Hiweiss-, Eiweissfett-, Fettnahrung. Andererseits ist beim Hun- 
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4 13,30 17/» 13-16/» ” 2,00 28,40 7,40 3,83 
12,30/21/» 17-20/» ” 1,84 28,40 7,40 3,83 
12,20|25/» | 21-24/» ” 1,83 28,40 7,40 | 3,83 
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6,60|25/» | 21-24/» » 0,99 | 28,40 6,77 | 4,19 
211) 8,70) 7/V gemischte Kost isl 26,62 9,06 (2,94 
6,80)14/» 7-13/V Hunger 1,02 29,58 7,60 | 3,89 
: 5,60/18/» 14-17 /» ” 0,84 28,40 7,40 3,84 
5,40)22/» 18-21/» ” 0,81 28,40 7,50 3,79 
5,30/26/» 22-25 /» ” 0,79 27,81 7,50 SS dell 
219 11,40) 7/V gemischte Kost U7 24,85 8,65 2,87 
10,30/14/ 7-13/V Hunger 1,55 29,58 6,98 4,24 
9,60)18/» 14-17/» ” 1,44 28,99 6.87 4,22 
870/22 / 18-21/» ” TB 28,40 6,87 4,13 
8,60/26/% 22-25 /% ” 1,29 28,40 6,87 4,13 


gerversuch der Quotient nach einwoéchiger Periode maximal, um 
bei weiterer Fortsetzung des Hungerns mehr oder weniger wieder 


abzunehmen. 


Fettfutterung, die nach tiber zwei Wochen langem 
Hunger durchgefiihrt wurde, zeigte keinen deutlichen Einfluss dar- 
auf. Kurz zusammengefasst kann man sagen, dass der Quotient 
K/Ca im Blute sowohl] bei kohlehydratarmer Nahrung wie auch 
bei Hunger massig deutlich zunimmt, indem dabei der K-Gehalt 
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zunimmt und der Ca-Gehalt abnimmt. Der Quotient steigt 
zunehmend in der Reihenfolge : kohlehydratreiche, Hiweiss-, Ei- 
weissfett-, Fettnahrung und Hunger. 


DISKUSSION. 


Was fiir eine Bedeutung hat dieser Befund? Nach der 
herrschenden Ansicht hat die Funktion der vegetativen Nerven 
einen innigen Zusammenhang mit der Elektrolyten-bzw. Ionen- 
verteilung an den Grenzflichen der Erfolgsorgane, was oben 
ausfiihrlich dargelegt wurde. Da Kalium eine mit Vagusreizung 
und Calcium eine mit Sympathicusreizung identische Wirkung 
zeigt, so liegt es nahe, anzunehmen, dass eine Zunahme des 
Quotienten K/Ca am Erfolgsorgane eine Vagotonie und eine 
Abnahme desselben eine Sympathicotonie darstellen muss. Bei 
meiner Untersuchung wurde aber der Quotient K/Ca im Blute 
vor Adrenalin bei kohlehydratarmer Ernahrung grosser gefunden, 
als bei kohlehydratreicher gemischter Kost. Andererseits sind die 
meisten Forscher (Billigheimer (1922), Dresel und Katz 
(1922), Herzfeld und Lubowski (1923), Leicher (1923), Woll- 
heim (1924), Anan (1927), Mozai und Kawashima (1927), 
O da (1929), Saito (1930), Oishi (1935), Sakamoto (1935), Mori 
und Minami (1987) ete.) der Meinung, dass nach Adrenalin, also 
nach Sympathicusreizung, der Ca-Gehalt des Blutes sinkt, wahrend 
der K-Gehalt steigt, und dass dabei das Calcium vom Blut in 
das Gewebe abgedranet wird, d.h. an der Zelle des Erfolgsorgans 
eine Calciumkonzentrierung eintritt. Aus dem Gesagten kann 
man verstehen, dass die Zunahme des Quotienten K/Ca bei kohle- 
hydratarmer Ernahrung wesentlich auf der gegenseitigen Ver- 
sechiebung der beiden Elektrolyten zwischen dem Blut und dem 
Gewebe beruht, d.h. des Caleiums nach dem Gewebe und des 
Kaliums nach dem Blut. Wenn der Quotient im Blut zunimmt, 
so muss derselbe im Gewebe (am Erfolgsorgan) abnehmen, sodass 
das Erfolgsorgan sympathicotonisch stigmatisiert wird. Nach 
meiner Meinung stellt fiir die durch kohlehydratarme Ernahrung 
oder Hunger herbeigefiihrte Steigerung der hyperglykamischen 
Wirkung des Adrenalins eine sympathicotonische Stigmatisierung, 
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die ebenfalls durch die verschiedenen Ernihrungsweisen ver- 
ursacht wird, wenigstens ein ursichliches Moment dar. Dabei ist 
es sehr interessant, dass die Reihenfolge der hyperglykamischen 
Wirkung mit der Abstufung der Grdsse des Quotienten K/Ca im 
Blut genau ibereinstimmt. 


NACHTRAG. 


Um die Frage, ob irgendeine Substanz, die genau wie Ad- 
renalin wirkt, im Blute bei kohlehydratarmer Ernahrung oder 
bei Hunger nicht vermehrt vorgefunden wird, zu erledigen, wurde 
der Hinfluss des betreffenden Blutes auf die Bewegung des 
Kaninchendarmes durch die gut bewa&hrte Magnus Methode 
untersucht, indem die Art und Weise der Darmbewegung auf 
einem Kymographion dargestellt wurde, wobei das von Akahoshi 
(1938) konstruierte Gefaiss verwendet wurde. Wegen der techni- 
schen Schwierigkeit konnte man dabei kein eindeutiges Resultat 
bekommen. 

Zum Schlusse erfiille ich die angenehme Pflicht, Herrn Prof. 
N. Kageura, auf dessen Veranlassung diese Arbeit zustande 
gekommen ist, fiir seine Leitung und Unterweisung und Herrn 
Prof. M. Terasaka am hiesigen pharmakologischen Institut fiir 
seine freundliche Unterstiitzung meinen ergebensten Dank aus- 
zusprechen. 
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UBER DEN EINFLUSS DER ERNAHRUNG AUF DIE 
OXYDATION IM ORGANISMUS. 


VON 
YUZO SENDJU unp KATUMI SIKUMA. 


(Aus der Medizinischen Universititsklinik ven Prof. 
Dr. Kageura, Nagasaki, Japan.) 


(Bingegangen am 11. August 1938) 


Unter den chemischen Veriinderungen, die im Organismus 
stattfinden, stellt der Oxydationsvorgang zweifellos eine der wich- 
tigsten dar und es ist wohl anzunehmen, dass er in erheblichem 
Masse vom Ernahrungszustand des betreffenden Organismus ab- 
hangen muss. In den letzten Untersuchungen an Hunden hat 
Sendju (1937) festgestellt, dass die Oxydation von Oxy- 
methylfurfurol, einer Pentose, durch Hiweiss-Fettnahrung sowie 

Hunger deutlich herabgesetzt wird, sodass bei soleher Ernihrungs- 

welse die Oxymethylbrenzschleimsiure, ein Oxydationsprodukt 
des Oxymethylfurfurols, weit geringer im Harn ausgeschieden 
wird, als bei kohlehydratreigher gemischter Nahrung. 

Die Beeinflussung der oxydativen Funktion durch die Er- 
nahrung muss sich je nach den zu oxydierenden Stoffen nattirlich 
verschieden gestalten. Der vorliegende Versuch hat den Zweck, 
zu erfahren, welchen Hinfluss die Oxydation von 6-Phenylpropion- 
siure sowie Benzaldehyd durch den Ernihrungszustand erfahrt. 
Nach Salkowski (1882 u. 1883), Schotten (1888) ete. wird die 
6-Phenylpropionséure im Korper des Hundes zu Benzoesiure 
oxydiert, weiter mit Glykokoll verbunden zu MHippursaure 
vyerwandelt, dann zusammen mit /-Phenyl-6-Oxypropionsaure, 
Acetophenon ete. im Harn ausgeschieden. Dakin (1908), Fried- 


C,H--CH,-CH.-COOH—> C,H;-CHOH-CH,:COOIH 
—>(,H,-CO-CH;-COOH—>C,H,-CO-CH, 
— SEZ 
C,H,-COOH 


Y 
C.H,-CO-NH-CH,-COOH 
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mann (1911) ete. gaben iiber den Oxydationsmodus dieser Substanz 
folgende Erklarung. 

Benzaldehyd besitzt einen eigenartigen, charakteristischen 
Geruch. Die Dimpfe verursachen Kopfschmerzen; wirkt auf das 
Zentralnervensystem und erregt tonische Zuckungen (Jordan). 
Diese Substanz wird im Kérper zur Benzoesdure oxydiert, dann 
zur Hippursaiure und endlich im Harn ausgeschieden (Wohler 
u. Frerichs, 1848). Beim Hunde aber wird gleichzeitig ein Teil 
von ihr zum Benzamid und im Harn ausgeschieden (Cohn, 1889 
u, 1893). 


s 


EXPERIMENTELLES. 
(A) $-Phenylpropionsiure. 


Man fiittert den gesunden Hund von etwa 15kge Korper- 
gewicht mit kohlehydratreicher gemischter Nahrung. Es wird 
ihm ea. 0,1g Natriumsalz der Phenylpropionsaure pro kg Korper- 
gewicht subkutan injiziert. Man gibt davon auf diese Weise 
in zwei Tagen 3,0g. Drei Tage nach der ersten Injektion sam- 
melt man die Harnausscheidungen, von denen eine bestimmte 
Menge zur Messung des Acetophenon genommen wird. Der 
libriggebliebene Harn wird zur Messung der Hippursaure u. a. 
benutzt. Was die quantitative Bestimmung von Acetophenon 
betrifft, so setzt man nach Friedmann (1911) zum Harn Natrium 
earbonicum hinzu, um ihn alkalisch zu machen. Dann wird mit 
dem sog. Dampfdestillationsapparat behandelt, wobei man destil- 
liertes Acetophenon bekommt. Der destillierten Lisung wird 
eine Flussigkeit zugegeben, die man herstellt, indem man 40% 
Essigsiurelésung mit p-Nitrophenylhydrazin sattigt. Auf diese 
Weise kommt cine Fallung von Acetophenon als Hydrazon zu- 
stande. Nach 24 Stunden wird sie mit Goochtiegel filtriert und 
eingetrocknet. Dann findet die Wigung sowie Umrechnung in 
Acetophenon statt. 

Der Harn, der bei der quautitativen Bestimmung von 
Acetophenon tibriggeblieben ist, wird auf dem Wasserbad schwach 
sauer zu Sirup verdichtet. Nachdem man ihn mit 90% Alkohol 
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behandelt hat, filtriert man ihn und lisst den Alkohol abdampfen, 
Der in kleiner Wassermenge geliste Riickstand wird mit Phosphor- 
sdure stark augesiuert. Dann wird zuerst mit Petrolither, ferner 
mit Essigdther geniigend geschiittelt. Von der Petrolitherschicht 
wird die $-Phenyl-6-Oxypropionsiure sowie die Benzoesiure und 
von der KEssigatherschicht die Hippursiure abgetrennt und 
quantitativ bestimmt. 

Derselbe Hund wird dann nach einigen Tagen mit Hiweiss- 
Fettdiat gefiittert. Die Fiitterung dauert 10-14 Tage. Er erhalt 
darauf 3g Phenylpropionsdure zum Zweck der Untersuchung. 
Zam Schluss stellten wir bei dem Hunde, der sich 10-14 Tage 
lang im Hungerzustande befand, das gleiche Experiment an. 


TABELLE I. 
Ps 2 eI es 2 
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oS 2; o id) (| 
> Bie Pie A g as 3 
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3 2,9 0,0596 | Spuren| (—) 
= ae ae 1,9 | 0,0504; » SS 
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RB i > ato ‘ =) Nahrung 
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| | = 
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a Rae NONE PE  ® - Fettdiiit. 
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Durehschnitt ” 2,0 0,0882 
af 3 155 0,0522 | Spuren 0,4 
ca 20. i) 1,3 0,0614 ” 0,3 
” 1,5 0,0866 ” 0,4 Hunger. 
B 2 ” ETE 0,1652 ” 0,4 
Durehschnitt » Te 0,0913 0,4 
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(B) Benzaldehyd. 


Man fiittert den normalen Hund von ungefaihr 15kg Korper- 
gewicht mit gemischter Nahruhg und injiziert ihm 0,1lg Benzal- 
dehyd pro kg subkutan, bis dessen Gesamtmenge 3¢ betragt. 
Der in den drei Tagen nach der ersten Injektion ausgeschiedene 
Harn wird gesammelt. Nach Cohn (1889 u. 1893) wird die 
chemische Behandlung folgenderweise ausgefiihrt : phosphorsaures 
Natron wird zu dem ganzen Harn hinzugefiigt, um ihn sechwach 
sauer zu machen. Auf dem Wasserbad konzentriert man ihn 


TABELLE II. 
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dann. stark. Zudem Filtrat wird 20% H.SO,4 hinzugesetzt, so 
dass es stark sauer wird. Man lasst es 24 Stunden lang stehen 
und filtriert die zustande gekommenen Krystalle, die nach mehr- 
maligem Waschen mit kaltem Wasser eingetrocknet werden (a). 
Die Mutterlauge wird durch Hinzusetzen von 30% Natronlauge 
stark alkalisch gemacht. Im Extraktionsapparat von Kumaga- 
wa-Suto wird das Benzamid abgetrennt. Auf gleiche Weise 
werden im Extraktionsapparat von Kumagawa-Suto von der 
mit H,SO, stark sauer gemachten Mutterlauge die Benzoesdure 
und Hippursiure vollsténdig abgetrennt. Nachdem man diese 
mit dem obigen (a) zusammengesetzt hat, trennt man nach Ein- 
trocknen mit Petrolather die freie Benzoesdiure ab. Nachdem 
diese eingetrocknet ist, finden die quantitativen Bestimmungen 
der einzelnen Stoffe statt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


A. Betrachtet man die obigen Tabellen, so sieht man, dass 
die Hippursaure sowohl bei der gemischten Nahrung, als auch bei 
der Kiweiss-Fettdiat keine erhebliche Veradénderung in ihrer Aus- 
scheidung zeigt, wahrend diese beim Hunger erheblich abnimmt. 
Was die Acetophenonmenge betrifft, so ist sie im ganzen gering, 
vermehrt sich aber etwas bei Hiweiss-Fettdiét sowie Hunger im 
Verhaltnis zu dem Fall, bei dem die Fitterung mit gemischter 
Nahrung stattfand. Die Menge der /-Phenyl-6-Oxypropionsdure 
ist zu gering, als dass man sie wagen konnte. Was uns besonders 
interessiert, ist die Tatsache, dass man beim Hunger eine grossere 
Menge von plattenformigen Krystallen aus dem Petrolatherextrakt 
erhalten hat. Da dieser Stoff den Schemelzpunkt von 121°C 
zeigt, so wissen wir auch zugleich mit Riicksicht auf sein weiteres 
Verhalten, dass er nichts anderes als Benzoesdure ist. Aus diesen 
Ergebnissen folgt, dass die Phenylpropionsadure zwar bei Hiweiss- 
Fettdiat sowie Hunger keinen erheblichen Einfluss auf die 
Oxydation ausiibt, aber die Glykokollpaarung der durch Oxydation 
zustande gekommenen Benzoesiure beim Hunger betrachtlich 
gestort wird. 

B. Gibt man auch dem mit gemischter Nahrung gefitterten 


~ 
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Hunde Benzaldehyd zu 0,1g pro kg, so wird es im Organismus 
volistindig oxydiert und in Form von Hippursaéure und Benzamid 
im Harn ausgeschieden. Wie beim obigen Experiment mit 
Phenylpropionsaure, so kann man auch hier bei Hiweiss-Fettdiat 
sowie Hunger keine ausgepragte Verdénderung der Oxydation im 
Kérper an sich sehen. Doch tritt beim Hunger eine Stérung der 
Glykokollpaarung der dureh Oxydation erzeugten Benzoesaure 
auf, Dabei ist weiter zu bemerken, dass wir solche durch Hunger 
verursachte Storung bei gemischter Nahrung innerhalb zwei Tagen 
vollstandig beseitigen konnten. 
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UBER DIE PEPTONKORPER DER GELATINE. 


V. Mitteilung. Der anaphylaktische Shock durch die Pepton- 
korper unter Beriicksichtigung der angegriffenen 
Aminogruppe oder des gespaltenen 
Guanidinkerns. 


Von 


TOSHIO MORI. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultat 
Nagasaki. Direktor: Prof. Dr. Senji Utzino.) 


(Hingegangen am 6. Juni 1938) 


Trotz zahlreicher Versuche ist die Ursache der Anaphylaxie 
sowie des anaphylaktischen Shocks bis heute noch nicht aufgeklart. 
Obgleich die Tatsache sicher festgestellt ist, dass das Eiweiss oder 
dessen Spaltungsprodukte eine grosse Rolle bei der Anaphylaxie 
spielen kénnen, wurde bis jetzt jedoch nur wenig betreffs der 
Beziehung der Anaphylaxie mit der chemischen Struktur oder der 
chemischen Gruppe der Proteine berichtet, die als verantwortlich 
fiir diese in inmunochemischer Hinsicht bemerkenswerten Prozesse 
betrachtet werden. 

Eine positive Antigenitat ist fiir diazozierte Proteine von K. 
Landsteiner (1919 u. 1920) und fiir methylierte Proteine von 
K. Landsteiner (1917) und weiter von R. Kimura (1924/25 
u. 1925/26) beschrieben worden. 

Nach H. Leontjew (1934) kann durch die Reinjektion des 
Glycininmethylesters ein klassischer anaphylaktischer Shock bei 
dem mit dieser Substanz sensibilisierten Meerschweinchen hervor- 
gerufen werden und er hat daher geschlossen, dass plore tan 
Glycinin ein Antigen, ahnlich dem Glycinin selbst ist. 

In der vorigen Arbeit (1938) habe ich das biochemische Ver- 
halten des Peptonkorpers aus Gelatine (Albumose, Pepton u. 
Trypton) beobachtet und festgestellt, dass das mit Gelatine sensi- 
bilisierte Kaninchen nur schwache Anaphylaxieerscheinungen auf- 
wies, das mit diesen Peptonkérpern gespritzte Kaninchen aber 
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einen charakteristischen Shocktod und zwar, dass, nur der Pepton- 
kérper, dessen Gehalt an NH»2-N 9,0 bis 27,0% des Gesamtstick- 
stoffs betrug, den klassischen Anaphylaxietod erzeugen konnte. 

Auf Grund dieser Beobachtungen habe ich damals darauf auf- 
merksam gemacht, dass die freie Aminogruppe’ des Peptonkorpers 
eine Rolle beim anaphylaktischen’ Shock spielen mag. So habe ich 
hier weiter unter Leitung von Prof. S. Utzino Versuche mit 
solechen Peptonkérpern angestellt, deren Aminogruppe angegriffen 
worden war, namlich mit dem benzoylerten, acetylierten, methyl- 
ierten, $-naphthalinsulfonierten oder desaminierten Peptonkorper. 
Das mit Benzoyl-(56 mg N), Acetyl-(15 mg N), Methyl-(40 mg N), 
B-Naphthalinsulfo-(24 mg N) oder Desaminopepton (26mg N) re- 
injizierte Kaninchen, das vorher mit dem entsprechenden Pepton- 
koérperderivate behandelt wurde, erwies fast gar keine charak- 
teristische Anaphylaxieerscheinung, wenn ihm eine'gleiche Menge 
oder eine vielfach gréssere Menge des Derivats injiziert wurde, als 
diejenige (5,6 mg) des Peptons, die den charakteristischen Shock 
hervorrufen konnte, wie in der vorigen Mitteilung (1938) berichtet 
worden ist (Tabelle I, Ill, IV, V u. VI). 

Bei Kreuzversuchen mit den Peptonkérpern oder mit diesen 
Peptonderivaten habe ich auch eine geschwichte Antigenitat dieses 
Korpers mit angegriffener Aminogruppe beobachtet (Tabelle II 
Vis 0 6) pea eH 

Nach Troensegard (1920) wirkten die Acetylproteine bei 
subkutaner' Injektion toxisch, die letale Dosis entspricht 0,01 bis 
0,.lg¢N. Das Kaninchen konnte eine gewisse Menge des Acetyl- 
peptons vertragen, die 22,0mg Stickstoff pro ke Kérpergewicht 
entspricht (Tabelle IIIT). Bemerkenswert ist aber, dass das Tier 
schon eine Woche nach der Injektion stark abgemagert war (100 
bis 200 g pro kg). 

Bei den Acetyl- oder (-Naphthalinsulfoderivaten schien die 
Bedeckung der freien Aminogruppe nicht vollkommen zu sein und 
die letale Dosis bei der Reinjektion war nicht so gross, wie die des 
Benzoyl- oder Methylderivats (Tabelle III u. IV). Da die Pepton- 
korper nicht als einheitlich betrachtet werden sollen, wie ich in der 
dritten Mitteilung dieser Arbeit berichtet habe, bleibt auch hier 
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die Frage der Hinheitlichkeit dieser Derivate offen. 

Ferner habe ich durch wiederholte Einwirkung der gereinigten 
Arginase auf die Peptonkérper einen neuen Pepton- sowie Trypton- 
abkoémmling bereitet, dessen Guanidinkern dadurch gespalten 
werden diirfte. Das Priparat méchte ich vorlaufig als Desureido- 
koérper bezeichnen (Tabelle VII). 

Durch eine grosse Menge des Desureidopeptons, die 32 mg N 
entspricht, konnte der charakteristische Anaphylaxietod nicht 
bedingt werden, wenn der Korper in dieser Menge am mit demsel- 
ben Desureidokérper vorbehandelten Kaninchen reinjiziert wurde, 
wahrend das mit erhitzter Arginase behandelte Pepton eine un- 
veranderte starke Antigenitét wie das Pepton zeigte (Tabelle VII). 

Aus diesen Ergebnissen mochte ich als sehr wahrscheinlich 
annehmen, dass die Aminogruppe sowie auch vielleicht der 
Guanidinkern des Peptonkérpers der Gelatine in gewisser 
Beziehung zu der Antigenitat dieses Korpers stehen diirfte. Wegen 
des Militaérdienstes habe ich die Fortsetzung dieser Arbeit im 
hiesigen Institut unterbrochen. (Mai, 1938). 


EXPERIMENTELLER TEIL: 
Versuch 1. Darstellung des benzoylierien Peptonkorpers. 


Zu 20g Peptonkorper in alkalischer Losung wurden unter 
Kiihlung in einer Kaltemischung und fortwahrendem Schiitteln 
abwechselnd 9,29 g Benzoylehlorid und 100 cem 2n-Natronlauge im 
Laufe von etwa 1 Std. zugegeben. Die Reaktionsl6sung wurde 
stets alkalisch erhalten. Nachdem der Geruch des Saurechlorids 
verschwand, wurde die Reaktionslésung mit 2n-Schwefelsdure 
kongosauer gemacht und abfiltriert. Der Niederschlag wurde mit 
Wasser und dann mit Ather gewaschen. Die Reinigung geschah 
durch Umfallung. 

Bei der Darstellung des Benzoyltryptons wurde aber der durch 
Schwefelsiiure ausgeschiedene Niederschlag mit 94%igem Alkohol 
extrahiert. Der Alkoholextrakt wurde im Vacuum eingeengt und 
schliesslich mit Ather und Aceton gefallt. % 

Die Analysenwerte der Benzoylderivate der Peptonkorper sind 
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TABELLE I, 
Anaphylaxieversuche mit Benzoylderivaten. 


Die Anaphylaxieversuche wurden auf gleiche Weise wie in der 
yorigen Arbeit angestellt. Hier ist auch die Stickstoffmenge des 
injizierten Peptonkérpers angegeben. 


Kaninchen Vorbehandlung Reinjektion Bees 
(kg Kérpergewicht y ‘: : ben(—) 
und Geschlecht) mg Stickstoff pro kg Korpergewicht gestorben (+) 
1,925 co} Benzoylgelatine 1,41 14,07 (-) 
1,850 $ Benzoylalbumose eo? 13,23 (—) 
1,830 g ” 1,32 13,23 (-) 
1,800 Q Benzoylgelatopepton 1,41 14,16 (-) 
2,075 ) ” 1,41 14,16 (—) 
1,900 ) ” 2,83 14,16 (-) 
2,075 fo) ” 2,83 38,08 (—-) 
1,750 g ” 1,41 56,00 (—) 
1,882 $ Benzoylgelatotrypton 1,20 7,21 (-) 
2,250 ) ” 1,20 yak (-) 
2,085 9 ” 1,20 12,01 (=) 
2,295 io) ” 1,20 12,01 (-) 
2,075 9 ” 1,20 52,84 ) 
2,600 fo) ” 1,20 52,84 (—) 
1,800 g Benzoylpepton-Witte 1,17 11,67 (-) 
2,925 iS » 1,17 11,69 (=) 


kurz zusammengefasst folgende: (In allen folgenden Angaben ist 
der Aschengehalt korrigiert. ) 


A) Benzoylgelatine: Ausbeute=17,0 g 
Gesamtstickstoff: 0,2098 g Subst.: 21,leem N/10 H:SO. N=14,08% 
Aminostickstoff: 0,0226 g Subst.: NH»-N=0,01 mg=0,04% 
Asche: 0,8594 g Subst.: Asche=0,0432 g=5,69% 

B) Benzoylalbumose: Ausbeute=15,0 g 
Gesamtstickstoff: 0,2973 g Subst.: 28,1 cem N/10 H2SO, N=13,23% 
Aminostickstoff: 0,0212 g Subst.: NHe-N=0,11 mg=0,52% 
Asche: 0,7028 g Subst.: Asche =0,0108=1,54% 

C) Benzoylpepton: Ausbeute=7,2 g¢ 
Gesamtstickstoff: 0,2165 g Subst.: 21,9cem N/10 HeSO, N=14,16% 
Aminostickstoff: 0,0022 g Subst.: NH»N=0,02 mg=0,91% 
Asche: 0,6844 g Subst.: Asche=0,0110 g=1,61% 
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TABELLE II, 


Kreuzyersuche mit Benzoylderivaten. 
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Kaninchen Vorbehandlung , Reinjektion _ Ausgang 
(kg Koérpergewicht nicht eee: ) 
ad . the eet . a 
und Geschlecht) mg Stickstoff pro kg Kérpergewicht gestorben (+) 
1,750 Q Benzoyl- 1,20 | Gelatine 15,66 (—) 
gelatopepton 
1,600 9 » 1,41 | Gelato- 16,31 (Ss 
albumose 
2,300 g ” 1,41 | Gelato- 16,93 (-) 
pepton 
1,700 2 ” 1,41 | Gelato- 14,30 (-) 
trypton 
1,750 2 Benzoyl- 1,20 | Gelatine 15,66 (-) 
gelatotrypton 
1,700 Q ” 1,20 | Gelato- 16,31 (-) 
albumose 
1,975 9 ” 1,20 | Gelato- 5,59 (+) 
pepton nach 10 Std. 
2,625 ) ” 1,20 | Gelato- 14,30 (—) 
trypton 
1,700 Q Gelatopepton 1,69|Benzoyl- 14,07 (-) 
gelatine 
1,700 rs) ” 1,69 | Benzoyl- 13,23 (-) 
albumose 
1,700 ro) ” 1,69 | Benzoyl- 14,16 (-) 
gelatopepton 
2,250 2 ” 1,69 | Benzoyl- 12,01 (—) 
gelatotrypton 
1,800 2 Gelatotrypton 1,43 | Benzoyl- 14,07 (—) 
gelatine 
1,800 9g ” 1,43 | Benzoyl- 13,23 (-) 
albumose 
2.625 3 ” 1,43 | Benzoyl- 14,16 fee 
gelatopepton 
2,600 3 ” 1,43 | Benzoyl- 12,01 (-) 
gelatotrypton 
D) Benzoyltrypton: Ausbeute =3,9 ¢ . 
Gesamtstickstoff: 0,2741 g Subst.: 23,5 eem N/10 H2SO. N=12,00% 
Aminostickstoff: 0,0182 g Subst.: NH»N=0,02 mg=0,11% 
Asche: 0,5233 g Subst.: Asche=0,0051 g=0,98% 


E) Benzoylpepton-Witte: 


Ausbeute=9,0 g 
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Gesamtstickstoff: 0,1472 g Subst.: 12,3 cem N/10 H»SO. N=11,70% 

Aminostickstoff: 0,0213 g Subst.: NH2N=0,11 mg=0,52% 

Asche: 0,2507 g Subst.: Asche=0,0032 g=1,28% 

Alle Benzoylderivate ausser Benzoylgelatotrypton sind in 
Saéure, Wasser, Aceton und Ather schwer ldslich, in Methyl, 
Athylalkohol und Alkalien aber leicht. Benzoylgelatotrypton ist 
in Aceton und Ather schwer und in Methyl-, Athylalkohol und 
Wasser leicht léslich. Das Witte-Pepton zeigte positive Millon- 
sche, Hopkins-Coleseche, Diazo- und Schwefelbleireaktion, 
wihrend diese Reaktionen bei Gelatopeptonkérpern negativ 
ausfielen. 


Versuch 2. Darstellung des acetylierten Peptonkorpers. 


Zu 20g Peptonkorper wurden unter Kiihlung und Schiitteln 


TABELLE IIT. 


Anaphylaxieversuche mit Acetylderivaten und Toxitaét des Acetylpeptons. 


Kaninchen Vorbehandlung Reinjekton : ee 
(kg Korpergewicht Be oe ) 
3} h . + _ = 5 . < FS 
und Geschlecht) mg Stickstoff pro kg Korpergewicht gestorben (+) 
1,900 © Acetylpepton 22,5 fo (—) 
(intravenos) 
1,800 g 3 22,5 Ve CG) 
(intravenos) 
1,325 2 53 22,5 a (=) 
(subkutan ) 
2,350 9 Bs 22,5 va (e=.) 
(subkutan ) 
1,800 i) es 2,0 D2 SLY. (—) 
(subkutan) 
2,450 2) x 2,0 20,96 (+) 
(subkutan) nach 24 Std. 
1,925 i) 4 2,0 Gs (-) 
(subkutan ) 
2,179 g 2,0 14,68 (-) 
(subkutan ) 
TES To) 6) Acetyltrypton 2,0 23520 (+) 
(subkutan) nach 24 Std. 
2,175 g 3 230 13,15 (—) 
(subkutan ) 
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abwechselnd 100 cem 2n-NaOH und 10g Acetylehlorid in je 5 
Portionen in Laufe von etwa 20 Min. zugegeben. Die alkalische 
Reaktionslésung wurde mit 2n-HoSO, neutralisiert, eingeengt und 
schliesslich mit grosser Menge Aceton gefallt. Das Acetylprodukt, 
in 94% Alkohol aufgenommen, wurde wieder dureh Aceton um- 
gefallt. 

Acetylderivate sind in Wasser, Methyl- und Athylalkohol leicht 
léslich, aber in Aceton und Ather schwer. 


Versuch 3. Darstellung des 6-naphthalinsulfonierten 
Peptonkorpers. 


20 ¢ Peptonk6érper in 50 cem Wasser wurden mit einer Atheri- 
schen Losung von 10g /-Naphthalinsulfochlorid und mit der 
berechneten Menge n-NaOH versetzt. Das Gemisch wurde auf der 
Schiittelmaschine geschiittelt. In Intervallen von etwa_ einer 
Stunde setzte man noch drei Male dieselbe Menge Normalalkali zu. 
Nach etwa vier Stunden wurde die wasserige, noch alkalisch 
reagierende Losune getrennt, filtriert und mit HCl neutralisiert. 
Diese neutralisierte Losunge wurde eingeengt, mit 94% Alkohol 
extrahiert und schliesslich die Substanz mit. Aceton und Ather 
gefallt. 


TABELLE IV. 


Anaphylaxieversuche mit $-Naphthalinsulfoderivaten. 


Kaninchen Vorbehandlung Reinjektion soayneiee 
(kg Korpergewicht : ; pen) 
und Geschlecht) mg Stickstoff pro kg Korpergewicht gestorben (+) 
2,075 3S G-Naphthalinsulfo- 3,40 W5e2 (-) 
gelatopepton 
2,075 3S ” 3,40 23,74 (—) 
1,600 2 ” 3,40 36,75 (+) 
nach 2 Std. 
1,970 & B-Naphthalinsulfo- 2,50 12,50 (—) 
gelatotrypton 
2,925 } ” 2,50 37,50 (+) 
nach 5 Std 
2,085 3 6-Naphthalinsulfo- 1,33 13,33 (-) 
pepton-Witte 
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Alle $-Naphthalinsulfoderivate ausser Gelatotrypton sind in 
Sauren, Wasser, Ather und Aceton schwer, aber in 94%igem 
Alkohol und Alkali leicht léslich. (-Naphthalinsulfogelatotrypton 
ist in Aceton und Ather schwer, aber in 94% Alkohol und Wasser 
nur etwas loslich. 


Versuch 4. Darstellung des methylierten Peptonkorpers. 


Za 20g Peptonkérper in 100ccem Wasser wurden unter 
starkem Turbinieren und Hiskiihlung allmahlich 100 cem 10%iger 
Natronlauge, die ebenfalls auf —5°C abgekiihlt war, zugetropft. 
In dieser stark alkalischen Lésung wurden nun im Verlauf einer 
weiteren 14 Std. und unter fortgesetzter starker Kiuhlung 20¢ 
Dimethylsulfat zugetropft. Dann wurde es noch 15 Min. lang 
turbiniert und nun mit 10%iger gut gekiihlter Schwefelsaure 
neutralisiert. Diese neutrale Losung wurde im Vacuum eingeengt 
und mit 94%igem Alkohol extrahiert. Aus diesem Alkoholextrakt 
wurde das Produkt mit wenig Ather und viel Aceton gefillt. Die 
Methylderivate sind in Wasser, Methyl- und Athylalkohol léslich, 
aber in Aceton und Ather nicht. 


TABELLE V. 


Anaphylaxieversuche mit Methylderivaten. 


Kaninchen Vorbehandlung” Reinjektion | _, Ausgang 
(kg Korpergewicht nicht gestor- 
und Geschlecht) mg Stickstoff pro kg Korpergewicht peri a ‘ 
1,975 ) Methylgelatopepton 2,8 39,80 (-) 
1,900 9 »» 2,8 39,80 Kn) 
2,200 3 Methylgelatotrypton 1,6 20,70 (-) 
2,000 2 ” 1,6 20,70 (-—) 


Versuch 5. Darstellung des desaminierten Peptonkérpers. 


Zu 10g Peptonkérper, in 50 cem Wasser gelést, wurden unter 
starkem Schiitteln allmahlich 20 g Natriumnitrit und 20 ¢ Hisessig 
im Laufe von 114 Std. zugetropft. Die stark saure Reaktions- 
losung wurde mit n-Natronlauge neutralisiert und mit Methyl- 


\ 
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TABELLE VI. 


Anaphylaxieversuche mit Desaminoderivaten. 
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Kaninchen Vorbehandlung Reinjektion oe 
(kg Korpergewicht ui See ) 
und Geschlecht) mg Stickstoff pro kg Kérpergewicht gestorben (+) 
1,900 8 Desamino- 1,23 11,10 (-) 
gelatoalbumose 
1,850 2 »” 1,23 38,86 (+) 
nach 2 Std. 
1,750 9 Desamino- 1,20 25,78 (-) 
gelatopepton 
2,025 3 » Ise 25,78 (=) 
1,700 rs) ” 1,2 43,54 (+) 
nach 3 Std. 
1,850 9 Desamino- U5 afi Peas) (-) 
gelatotrypton 
2,300 3 ” 1,05 11,55 (-) 
2,174 3 ” 105 38,90 (+) 
nach 5 Std. 
2,075 3 Desamino- Ld, 13,83 (-) 
pepton-Witte 
1,700 fo) ” al ast 16,20 (—) 
2,150 2 Desamino- 1,20 | Gelatopepton 5,59 (-) 
gelatopepton 
1,950 2 Desamino- 1,05 | Gelatotrypton 4,72 (—) 
gelatotrypton 
2,450 ro) Gelatopepton 1,68} Desamino- 25,78 (-) 
gelatopepton 
2,200 oe Gelatotrypton 1,43 | Desamino- 11,55 (—) 
gelatotrypton 


= 


alkohol versetzt, um das desaminierte Produkt ausscheiden zu 


lassen. 


Alle Desaminoderivate sind in Wasser léslich, aber schwer in 


Aceton, Methyl-, Athylalkohol und 


Ather. 


Versuch 6. Darstellung des Desureidopeptonkorpers durch 
Einwirkung der gereinigten Arginase. 


20g Peptonkérper, der in 100ccm Pufferlosung 


(Pr 9,2) 


gelést war, wurden mit 5 ccm gereinigter Arginase (1931) versetzt 
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TABELLE VII. 


Anaphylaxieversuche mit Desureidokérpern. 


Fins Ausgan 
Kaninchen Vorbehandlung Reinjekton tase 
(kg Korpergewicht ‘ ben(—) 
und Geschlecht ) mg Stickstoff pro kg K6érpergewicht gestorben (+) 
2,350 8 Desureido- 1,07 | Desureido- 7,04 (—) 
gelatopepton gelatopepton 
2,700 $ ” 1,07 ” 7,00 (-) 
2,450 2 ” 1,07 ” 34,73 (-) 
2,175 2 ” 3,00 ” 32,04 (-) 
2175 3 ” 2,00 | Gelatopepton 7,04 (+) 
nach 3 Std. 
2,125 g ” 2,00 ” 5,02 (+) 
nach 3 Std. 
2,350 3 Gelatopepton 1,07} Desureido- 7,04 (-) 
gelatopepton 
2300.) 685 » ifoul » 8,79 (=) 
2,925 3 Desureido- 1,00 | Desureido- 6,60 (-) 
gelatotrypton gelatotrypton 
2,875 8 12) 1,00 ” 6,60 (-—) 
1,900 © ” 2,00 | Gelatotrypton 6,63 (—) 
1,950 fe) Gelatotrypton 2,00! Desureido- 10,00 (-) 
gelatotrypton 
1,900 2 ” 2,00 ” 10,00 
2,300 $ Kontrolle II 1,73 | Kontrolle IT 8,65 (+) 
(Pepton) (Pepton) 
2,150 3 Kontrolle II 1,90 9,50 CG) 
(Trypton) 


und unter Toluolzusatz bei 37°C der ersten Digestion unterworfen. 
Als Kontrolle I wurden 100 cem Pufferlésung mit 5 cem gereinigter 
Arginase ohne Substrat oder als Kontrolle II 100 cem Pufferloésung 
und 20¢ Substrat mit erhitzter gereinigter Arginase (5 ccm) wie 
beim Hauptversuch digeriert. Nach dem Vermischen wurden 5 
ecm dieser Digestionslésung ftir die Bestimmung des gebildeten 
Harnstoffs abpipettiert. Nachdem die erste Digestion nach 48 Std. 
unterbrochen war, wurde die Restlésung unter Zusatz von 5 cem 
gereinigter Arginase der weiteren Digestion unter den oben ange- 
gebenen Bedingungen unterworfen. Die Wiederholung der Diges- 
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TABELLE VIII. 


Farben- und Fallungsreaktion dieser Peptonkérperderivate. 


Reagenz und Farbenreaktion Fallungsreaktion 
Reaktion 
Phos- 
Nin- ait Saka- : Sub- phor- 
hydrin oe guehi poueae limat |wolfram- 
Substrat sAure 
Gelatine schwer + + Va yA Y 
= loslich 
S= Albumose schwer + ao Va y. Ye 
= loslich 
S Pepton schwer ate ae A Y- Ye 
B léslich 
5 Trypton — Si =f = oF al: 
a Pepton-Witte schwer 4 os ve Ve Je 
loslich 
Be &| Pepton _ + 2 ae getriibt =p 
5 8 
< oe Trypton - te F = at 
| 
A = Pepton schwer ae ste vi te ye 
SE léslich 
ae Trypton = + a 4 getriibt si 
74 | Pepton-Witte schwer aF a VE Ye fh 
az léslich 
Bed &| Pepton = Ts ar a9 a 
Ese + + - + 
so Trypton = as 
& , | Albumose i ae a os 3 ey 
‘3 S Pepton = am a a a + 
Cer 26 
z & Trypton = sa uP pis a 
A Pepton-Witte a ae a a a is 
Pepton of ae a “lp i T- 
3 2 Trypton + fe a5 a a + 
= —& | Pepton + ag + 4a + + 
B R (Kontrolle IT) 
oO 
A Trypton + =H oe oF a Sul 
(Kontrolle IT) | 
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tion geschah auf die gleiche Weise, wie ich in der vorigen Arbeit 
beschrieben habe (1938). Die vierte Digestion zeigte schon fast 
keine Zunahme des Harnstoffs. Ammoniakbestimmung in 5 ccm 
Digestat (Ureasemethode) a) fiir Gelatopepton: 1,0 ccm 0,1n- 
H2SO,4 nach I Digestion; 1,5 cem nach II; 3,leem nach III und 
3,2 cem nach IV oder b) fiir Gelatotrypton: 1,5 cem nach I; 3,8 cem 
nach II; 3,5cem nach IIIT und 3,6 cem nach IV Digestion respek- 
tiv. Diese Digestionsrestlosung des Haupt- oder Kontrollversuchs 
II wurde bei niedriger Temperatur zu Sirup eingeengt und die 
Substanz mit Aceton und Alkohol gefallt (hygroskopisches Pulver). 


Analyse: 


A) Desureidopepton: Ausbeute=15,3 g 
Gesamtstickstoff: 0,1115 g Subst.: 12,6 cem N/10 H2SO.: N=15,82% 
Aminostickstoff: 0,0112 g Subst.: NH2N=0,19 mg=1,70% 
Asche: 0,8538 g Subst.: Asche=0,0216 g=6,11% 
B) Desureidotrypton: Ausbeute =18,2 g 
Gesamtstickstoff: 0,2028 g Subst.: 20,2 eem N/10 HeSO, N=13,95% 
Aminostickstoff: 0,0203 g Subst.: NH2-N=0,76 mg =3,74% 
Asche: 0,6110 g Subst.: Asche=11,72% 
Die Desureidokorper sind in Aceton, Methanol, Athanol und 
Ather sehwer loslich, aber nur in Wasser léslich (Nessler negativ). 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. In der vorliegenden Arbeit habe ich Benzoyl-, Acetyl.-, 
$6-Naphthalinsulfo- und Desaminoderivate des Gelatopeptons und 
des Gelatotryptons dargestellt und das biologische Verhalten dieser 
Korper studiert. 

2. Das Benzoylpepton oder das Benzoyltrypton ruft keinen 
anaphylaktischen Shocktod des mit diesem Ko6rper vorbehandelten 
Kaninchens hervor, obgleich bei der Reinjektion auch eine gréssere 
Menge (z. B. vielfache oder mehr) injiziert wurde, als diejenige 
Menge des Peptons oder des Tryptons, durch die der charakteris- 
tische Anaphylaxietod des Tieres bedingt wird. Diese Erscheinung 
wurde auch bei den Kreuzversuchen bestitigt. 

3. Diese Tatsache von der Abschwiichung der Antigenitit 
wurde auch mehr oder weniger bei den Versuchen mit anderen 
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Derivaten des Peptonkérpers mit angegriffener Aminogruppe beo- 
bachtet. 

4. Durch wiederholte Einwirkung der gereinigten Arginase 
auf Peptonkéorper habe ich ein neues Material bereitet und fest- 
gestellt, dass diese Desureidokorper des Peptons oder des Tryptons 
auch nicht so hervorragende Anaphylaxieerscheinungen zu erzeu- 
gen scheinen, wie das Pepton oder das Trypton. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER ASCORBINSAURE:- 
OXYDASE. 


II. Reinigung und Eigenschaften der Ascorbin- 
sdureoxydase.» 


VON 


TSUTOMU EBIHARA, 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in 
Tokyo. Direktor: Dr. Akiji Fujita.) 


(Hingegangen am 12. August 1938) 


Nach der ersten Mitteilung (Ebihara 1938) ist die Ascorbin- 
saureoxydase unter den zahlreichen pflanzlichen Geweben, die 
ich untersucht habe, am reichlichsten in Cucurbita moscata var. 
melonaeformis enthalten. Zur weiteren Erforschung der Higen- 
schaften des Ferments habe ich die Reinigung und Isolierung 
desselben versucht. Obwohl mir die Reindarstellung des Ferments 
noch nicht gegliickt ist, so ist doch die folgende Vorschrift zur 
Herstellung des praktisch gentigend reinen Praparats als geeignet 
erwiesen. Im folgenden werden nach Beschreibung der Vorschrift 
der Reinigung die Eigenschaften des gereinigten Ferments mit- 
geteilt. 


VORSCHRIPT DER REINIGUNG. 


1. Der Rindenteil des Gartenkiirbis (Cucurbita moseata var. 
melonaeformis) wird im Porzellanmorser zerrieben und auf je 20g 
desselben werden 80 cem Wasser zugesetzt. Das Gemisch wird um- 
gertihrt und geschiittelt. (Hin Kiirbis liefert gewohnlich tiber 50 g 
Rindenteil). Es entspricht dem 5fachen wiasserigen Extrakte des 
Gewebes. Je 10 ccm dieses Extraktes werden 4 Tropfen 1 mol. 
Ba-Acetatlésung zugesetzt und der entstandene Niederschlag wird 
abzentrifugiert. Dadurch wird die Hauptmenge des Chlorophylls 


1) Diese Ergebnisse wurden am 28. Oktober 1937 auf dem Biochemischen 
Kongress zu Nagasaki mitgeteilt. 
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beseitigt. Die Mutterlauge ist braunlich gelb. Ausbeute ist etwa 85%. 

2. Je 10cem der Mutterlauge 1. wird 0.5 ccm gesattigte 
Ammonsulfatlésung zugesetzt und der gebildete Niederschlag wird 
wieder abzentrifugiert. In der iiberstehenden Lésung bleibt fast 
die ganze Wirkung erhalten. 

3. Die iiberstehende Lésung wird dann durch Zugabe von 
Ammonsulfat gesittigt (pro 10 cem Lésung etwa 4.3 g Substanz). 
Das Ferment wird dadurch als braunlich gelber Niederschlag fast 
vollkommen ausgefallt. Ausbeute ist etwa 58%. 

4. Der Niederschlag wird mit gesattigter Ammonsulfatlosung 
mehrmals gewaschen bis die Waschfliissigkeit klar bleibt. Der 
Niederschlag wird in Wasser geldst. Die Loésung ist braunlich gelb 
gefarbt und etwas opalescent. Ausbeute ist etwa 43%. 

5. Die Losung wird in einem Cellophanschlauch gegen flies- 
sendes Wasser unter Zusatz von Toluol 24 Stunden dialysiert. 
Die Hauptmenge des gelben Farbstoffs wird vom Cellophan adsor- 
biert und teilweise gefallt. Nach Filtration des Schlauchinhalts 
wird die Flissigkeit etwas gelblich und klar. Das Volumen wird 
dabei etwa 5fach vergrossert. Die Ausbeute ist etwa 31%. Das 
Trockengewicht entspricht etwa 0.5 bis 1% des Ausgangsextrakts 
(leem des Wasserextrakts (1:5) wiegt 16.4-28.2mg, die ent- 
sprechende Menge des gereinigten Ferments wiegt etwa 0.14 mg). 

In unverdiinntem Zustand im Hisschrank unter Toluol auf- 
bewahrt, ist die Aktivitét des Ferments sehr bestandig und nimmt 
nach monatelanger Aufbewahrung kaum ab. 


BESTIMMUNG DER FERMENTWIRKUNG. 


Zu 1.0cem m/10 Acetatpuffer (Pu 6.0) werden 2.0 cem 
Ascorbinsadurelésung in 2%iger Metaphosphorsiure (mit NaOH 
auf Pu 6.0 eingestellt) und 1.0cem Oxydaselésung gegeben, ins 
Wasserbad von 37° eingelegt und 30 Minuten Sauerstoff durch- 
geleitet. Danach wird 4 ccm 4%iger Metaphosphorsaure zugesetzt. 
2.0 ccm des Gemisches wird abpipettiert, 0.2cem 6%iges KJ und 
Stairkelésung zugesetzt und mit n/1000 Jodatlésung titriert. Als 
Blindversuch benutzt man Wasser statt Oxydaselésung. Die 
oxydierte Menge Ascorbinsiure ist durch folgende Formel zu 
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berechnen : 


mg Ascorbinsdure oxyd.= (Hauptversuch—Blindversuch):0.088- 


=0.352 (Hauptversuch—Blindversuch). 


Der Zusatz von Metaphosphorsaure ist notwendig, sonst wird die 
Ascorbinsaéure dureh Spuren von Kupfer oder andere Verunreini- 
gungen in den Reagenzien unregelmissig oxydiert. 


OPTIMALES PH. 


Zu 0.5 ecm 0.8m Na-Acetatlosung wird x eem 1m HCl bzw. 1n 
NaOH und 0.5—xz eem Wasser zugesetzt und gemischt, dann wird 
2.0 cem 17.2 mg-%ige Ascorbinsdure in 2%iger Metaphosphorsaure 
zugegeben und gut gemischt. Nach Zusatz von 1.0 cem Oxydase- 
lésung wird das Gemisch ins Wasserbad von 37° eingelegt und 
weiter vorschriftsmassig behandelt. Da die Ascorbinséure im 
alkalischen Bereich (iiber PH 7.0) auch ohne Ferment spontan 
oxydiert, ist zur Berechnung der Fermentwirkung immer mit 
Kontrollversuch ohne Ferment zu korrigieren. 

Die Ergebnisse werden in Tabelle I und Abb. 1 angefiihrt. 

Wie ersichtlich, ist das optimale Pu 6.0-6.5. Das optimale 
Pu ist aber je nach dem Puffer und der Art des Ferments nicht 


TABELLE I. 


Ascorbinsaureoxydation in 30 Minuten bei 37° 


PH (com 10-* n Jodat) 
3 0 

4 0 
4.5 1.28 
5.1 2.86 
5.3 3.16 
5.6 3.57 
5.9 3.66 
6.6 3.65 
7.0 3.35 
7.5 1.97 
8.0 1.22 
8.9 0 
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Abb. 1. 


— com 10 “nr ~Jodat 


immer dasselbe. Nach Tauber, Kleiner und Mishkind (1935) 
liegt das optimale Px bei 5.56-5.93 (Phosphat-Citratpuffer), 5.38— 
5.57 (Acetatpuffer), wahrend es nach Srinivasan (1936) bei 4.6- 
5.6 (Citrat-Phosphatpuffer), 5.3-5.6 (Phosphatpuffer) und 5.6-5.8 
(natiirlichen Pu des Presssaftes) liegt. Unter meinen Versuchs- 
bedingungen habe ich PH niemals kleiner als 6 gefunden. 

Die Ascorbinsiureoxydase zeigt keine Wirkung unter Pu 4.0. 
Im sauren Pu-Bereich wird das Ferment irreversibel geschadigt. 
Wenn man die Fermentlésung mit Essigséure oder Salzsiure zu 
Pu 2.5-1.5 macht und sofort mit Ammoniaklésung neutralisiert, zu 
optimalem PH einstellt und die Fermentwirkung priift, so ist die 
Oxydasewirkung kaum mehr nachweisbar. In dem alkalischen 
Bereich z. B. Pu 10-11 wird die Abschwachung kleiner als in dem 
sauren: Etwa 60-70% der Wirkung tritt wieder auf. Es ist 
deshalb beim Versuch der Oxydase absolut notwendig, die Ferment- 
losung immer erst nach Hinstellung der Lésung auf optimales PH 
zuzusetzen, sonst zeigt die Fermentlosung keine richtige Wirkung. 
Nebenbei sei erwahnt, dass die Oxydase durch Aceton ohne grossen 
Verlust der Wirkung gefallt werden kann, wahrend sie durch 
Alkoholzusatz bedeutend geschadigt wird. 


EINFLUSS DER TEMPERATUR. 


16 mg-%ige Ascorbinsdurelosung in 2%ige Metaphosphorsiure 
wird benutzt und ins Wasserbad von verschiedenen Temperaturen 
eingelegt. Sonst wird alles vorschriftsmassig ausgefiihrt. 

Die Ergebnisse finden sich in Tabelle II und Abb. 2. 
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TABELLE II. 
Temperatur (C°) s oilten pas ives ae a ae Minuten 
10 1.850 
20 2.120 
30 2.930 
37 3.310 
40 3.310 
50 2.600 
60 1.070 
70 0.220 + 
80 0.040 
90 0 
100 0 


Abb..2; 


— ccm ion Jodat 
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Wie aus Tabelle IL hervorgeht, liegt die optimale Temperatur 
bei 37°-40°. 
KINETIK DER FERMENTWIRKUNG. 


1. Einfluss der Ferment- und Substratkonzentration. 


Wenn die Substratkonzentration geniigend gross ist, so ist die 
Oxydationsgeschwindigkeit der Fermentkonzentration proportional 
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(Tabelle IIT) und die Oxydationsgeschwindigkeit bei der bestimmt- 
en Fermentkonzentration unabhangig von der Substratkonzentra- 
tion (Tabelle IV). Beide sind mit der Theorie von Michaelis 
u. Menten (1913) vereinbar. Szent-Gyérgyi (1931) fand bei 
Kohloxydase die zunehmende Oxydationsgeschwindigkeit mit der 
Zunahme der Substratkonzentration und schloss daraus auf eine 
komplizierte Reaktion mittels der Zwischensubstanz ,,x“. Da diese 
Tatsache aber bei nicht zu grosser Substratkonzentration auch mit 
der Theorie von Michaelis u. Menten vereinbar ist, so ist die 


“ nicht zwingend notig. Der 


Annahme der Zwischensubstanz ,,x7 
Unterschied kann nur vom Verhaltnis von Substrat zu Enzym ab- 
hangig sein. 

TABELLE III. 


2cem 60 mg-%ige Ascorbinsdurelosung. 


Verditinnung der Ferment- Ascorbinsaureoxydation in 30 Minuten 
Stammlésung bei 37° (eem 10-2 n Jodat) 
40 (3.400) 
80 2.430 
1c0 1.280 
320 0.640 


TABELLE IV. 
Verdtinnung der Fermentstammloésung: 80. 


Konzentr. der verwendeten Ascorbinsaureoxydation in 30 Minuten 
Ascorbinsaure (mg-% ) bei 37° (cem 10-2 n Jodat) 
105.6 2.320 
52.8 2.330 


ANAEROBE DEHYDRIERUNG DURCH FARBSTOFF. 


Die Ascorbinséiureoxydase oxydiert Ascorbinsiure nur bei 
Gegenwart von Sauerstoff. Methylenblau kann also als Wasser- 
stoffakzeptor den Sauerstoff nicht ersetzen. Als Belege dienen 
folgende Versuche. 

Versuch 1. In dem Hauptraum des Thunberg-Gefisses wird 
2.0cem 2mg-%ige Methylenblau (medicinale, Beyer), 1.0 cem 
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n/10 Acetatpuffer (PH 6.0) und 2.0 cem 61 mg%ige Ascorbinsaure 
in 2%iger Metaphosphorsiure (mit NaOH auf Pu 6.0 eingestellt) 
eingebracht, in den Anhang 1.0 eem Oxydase. Die Lésung wird mit 
sauerstofffreiem Stickstoff gesittigt; in geschlossenem Zustande 
nach Einkippen des Ferments wird sie ins Wasserbad von 37° 60 
Minuten im Dunkeln eingelegt. Es trat keine Entfairbung des 
Methylenblaus auf. Bei Belichten wird der Farbstoff entfarbt. 

Versuch 2. Genau ebenso behandelt wie beim Versuch 1, nur 
wird Wasser statt Fermentlésung benutzt. Die Verhiltnisse er- 
wiesen sich als ganz dieselben. Bei Belichten der Ascorbinsadure 
wird Methylenblau entfarbt. 

Versuch 3. Ebenso behandelt wie Versuch 1, aber Dehydro- 
ascorbinsdéure statt Ascorbinséure benutzt. Keine Entfarbung, 
selbst nach Belichten, nachweisbar. 


REAKTIONSORDNUNG. 
Die Stammldsung der Oxydase (entsprechend 1:25) wird 


TABELLE V. 


2cem 151 mg-%ige Ascorbinsaiure (entsprechend 8.560 cem 10°n Jodat). 


Oxydierte Ascorbinsiure in cem 10-3 n Jodat in 30 


Zeit in Minuten Minuten bei der Oxydasekonzentration von 


bei 37° 
1:600 1:1200 1:2400 1:4800 
2 1.940 1.090 0.670 0.440 
5 4.250 2.200 1.220 0.600 
10 TEAL 3.560 1.860 0.880 
20 8.560 5.02 2.540 1.240 
30 8.560 5.610 2.840 1.380 
% Ascorbinsaure 
oxydiert in 100 65.5 33.2 16.1 
30 Minuten 


verschieden verdiinnt und die Oxydation der Ascorbinsdure mit 
diesen Fermentlésungen wird zeitlich verfolgt. Die Resultate be- 
finden sich in Tabelle V und Abb. 3. Daraus berechnete mono- 
molekulare Reaktionskonstanten sind, wie Tabelle VI zeigt, nicht 
konstant. Die Reaktion kann also nicht einfach als die der ersten 
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Ordnung angenommen werden. 


Abb. 3. 


— com 10 *n-Jodat 
AN 
ro) 


~ 
Ss. 


@) 10 20 30 40 
Min 


TABELLE VI. 
k=1/t log eo/c berechnet nach Tabelle V. 


t 1:600 LL200 1:2400 1:4800 

0.0560 0.0300 0.0180 0.0120 

5 0.0600 0.0260 0.0136 0.0064 

10 0.0780 0.0233 0.0106 0.0048 
20 — 0.0192 0.0077 0.0034 
30 — 0.0154 0.0068 0.0026 


NACHWEIS DER H.O2-BILDUNG BEI DER OXYDATION. 


Wenn die Ascorbinséure durch Sauerstoff nach Wielands 


Schema wie die folgende Formel dehydriert wird, so muss dabei 
Wasserstoffsuperoxyd entstehen. 


AH» + Oo = A a5 H202 
AHz bedeutet Ascorbinsiure und A Dehydroascorbinsiure. Da 
aber der entstandene Wasserstoffsuperoxyd méglicherweise Rest 


der Ascorbinsaure weiter oxydiert, so ist der Nachweis des Wasser- 
stoffsuperoxyds erst nach der fast vollkommenen Oxydation der 


5 
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Ascorbinsdure méglich. Das konnte ich in der Tat durch folgende 
Versuche bestitigen. 


1. Jodometrische Bestimmung des H20z. 


In Anlehnung an die Versuchsanordnung von Stern (1932) 
wurde der Versuch folgendermassen ausgefiihrt. Zu 5.0 ceem H.2Oo- 
Losung wird 10 cem 1%ige KJ-Loésung, 3eem 33%ige H2SO,4 und 
3 Tropfen gesittigte Molybdansaurelésung zugesetzt, nach 5 
Minuten im Dunkeln wird das ausgeschiedene Jod mittels n/200 
Thiosulfat titriert. 1eem n/200 Thiosulfat entspricht 85y H»Ov. 

Ich habe mich davon tiberzeugt, dass die Freisetzung des ele- 
mentaren Jods der jeweils vorhandenen H2O.-Menge streng propor- 
tional ist und durch Zusatz der Molybdansadure beschleunigt wird. 


2. Abfangen des H202 durch Cerosalz. 


H2,O2 kann seit Wieland (1929) bekanntlich mittels Cero- 
hydroxyd abgefangen werden. Ich habe in Anlehnung an den 
Versuch von Huszak (1937) folgenden Versuch ausgefiihrt. 

15cem m/5 Boratpuffer (PH 8.0), 0.3cem m/25 NH2OH : 
4H2SO, (PH 8.0) und 1.0cem Oxydaselosung werden gemischt. 
Darauf wird 1.0 cem 10? m Cerosulfat (PH 8.0) und 2.5 eem etwa 
10° bis 10°m H2O2 zugesetzt. Nach Liegen im Zimmer (26°) 
60 Minuten lang wird zentrifugiert. Der Niederschlag wird 3 mal 
mit m/20 Boratpuffer (PH 8.0) gewaschen. Die Waschflissigkeiten 
werden von der tiberstehenden Flissigkeit gesammelt. 

Der Niederschlag wird in Wasser suspendiert. Von den beiden 
Teilen wird der H2O2-Gehalt jodmetrisch bestimmt. Die Resultate 
werden in Tabelle VII ausgefiihrt. 


TABELLE VII. : 


Gefundenes H.,O, in y 


Zugesetztes H:O. Farbe des 
as Uberst. Fliissigk. Niederschlag Niederschlages 
1010. 33.2 318. gelblichbraun 
Od 8.6 64. gelb 
10.1 2.2 8.5 weiss 
1.0 0 BLA weiss 
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Wie ersichtlich, wird beim Zusatz einer kleinen Menge H2O2 
(etwa 10y) fast die ganze Menge von Cerosalz abgefangen, mit 
steigenden Mengen aber weniger. Bei Zusatz von 10y H2O2 wird 
das abgefangene H.O.2 durch Farbe kaum wahrnehmbar, aber jodo- 
metrisch ist es noch zu bestimmen. 


3. Nachweis des H2O2 bei der Oxydation der Ascorbinsiure. 


Zu 1.5cem m/5 Boratpuffer (PH 8.0) werden 0.3 cem m/25 
NH.OH - $H2SO,” (Pu 8) und 1.0 cem Oxydase (1:x7) zugegeben. 
Nach gutem Mischen wird 1.0 cem m/100 Cerosulfat (PH 8.0) zu- 
gesetzt. Darauf setzt man noch 2.5cecm 84.4mg-%ige Ascorbin- 
sdure (Pu 8.0) zu, leitet den Sauerstoff im Wasserbad von 37° 
60 Minuten lang durch und zentrifugiert. Der Niederschlag und 
die tiberstehende Loésung wird wie bei obenerwahntem Versuch 
jodometrisch titriert. Die Ergebnisse befinden sich in Tabelle VIII. 


TABELLE VIII. 


Verdiinnung der idee iod H.02 im Niederschlag 
Oxydase (2) Fliissigkeit (y) (y) 
10 0 4.3 
20 0 4.3 
40 0 4.3 
80 370 0 
100 740 0 
zugetzte Menge: 2110 


Wie aus Tabelle VIII hervorgeht, ist der H.O.-Nachweis erst 
nach dem Verschwinden der Ascorbinsdéure moglich. Der Nieder- 
schlag war nicht gefarbt. Durch Farbe war also das H»Q» nicht 
nachweisbar, wohl aber jodometrisch méglich. 


4. Nachweis der Dehydroascorbinsiure nach der Oxydation. 


Dass das erste Oxydationsprodukt der Ascorbinsiure die Dehy- 
droascorbinsaure ist, konnte ich durch folgenden Versuch bestatigen. 


1) Durch diesen Zusatz wird die in dem Fermentpriparat etwa vor- 
handene Peroxydase und Katalase vollstiindig gehemmt. 
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Zu 2.0 cem 36.6 mg-%iger Ascorbinsiurelésung in 2%iger Meta- 
phosphorsiure (PH 6.0) werden 1.0 cem m/10 Acetatpufferlésung 
(Px 6.0) und 1.0 eem Oxydaselésung (1:100) zugesetzt und Sauer- 
stoff im Wasserbad von 37° 30 Minuten lang durchgeleitet. Die 
zugesetzte Ascorbinséiure wurde dadurch vollstandig oxydiert. Die 
Flissigkeit wird mit H.S gesiattigt und iiber Nacht stehengelassen. 
Diese Loésung wird nach Austreiben des H2S durch Evakuation 
jodometrisch bestimmt. Der gefundene Wert war: 4.58 me-% 
(berechnet : 4.58). 

Die Ascorbinséure war also vollig zu Dehydroascorbinsaiure 
oxydiert. 


STOCHIOMETRISCHE VERHALTNISSE DER ASCORBINSAURE- 
OXYDATION. 


Die Untersuchung der st6chiometrischen Verhaltnisse habe ich 
mittels der Warburgschen manometrischen Methode folgender- 
massen ausgefiihrt. In Hauptraum des kegelférmigen Gefasses 
werden 1 ccm Oxydaselosung und 1.0 cem m/250 NH2OH : $H2SO04 
in m/20 Acetat (PH 6.0) bzw. m/20 Acetat (PH 6.0) eingetan, in 
Ansatzbirne 0.2 cem 757 mg-%ige Ascorbinsdure in 2%iger Meta- 
phosphorsaure (Pu 6.0), in Einsatz 0.2cem 10%ige KOH. Der 
Gasraum wird mit Luft gefiillt. Temperatur des Thermostats war 
22°. Die Ergebnisse befinden sich in Tabelle IX. 

Wie ersichtlich, war der Zusatz des Hydroxylamins ohne Ein- 
fluss. Durch einen besonderen Versuch konnte ich nachweisen, 
dass dieses Fermentpraiparat keine Katalase enthalt. Der ver- 


TABELLE IX, 


Papas das Rina p pen Sauerstoffverbrauch 
(Minuten) mit Hydroxylamin Ohne Hydroxylamin 
10 — 85.1 emm —76.4 emm 
10 =the — 20.1 
10 0 0 
insgesamt: 30 — 96.4 — 96.5 
(=4.31-10-3mM.) (=4.31-10-2mM), 


Zugesetzte Ascorbinsaiure: 8.60-10° mM. 
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schwundene Sauerstoff entspricht der Halfte der zugesetzten As- 
ecorbinsiure. Es gilt also folgende Formel. 

2 AH, + O2 =2A+ 2H20 (1) 
wo AH» Ascorbinsdure, A Dehydroascorbinsaure bedeutet. 

Da aber die Entstehung des H2O2 nachzuweisen ist und das 
entstandene H2Ozs, wie Tabelle VIII zeigt, die vorhandene Ascorbin- 
siure oxydieren kann, so liegt es sehr nahe anzunehmen, dass die 
Ascorbinsaure-Oxydation aus folgenden 2 Reaktionen (2) und (3) 
zusammengesetzt ist und die oben angegebene Formel (1) die 
Bilanzgleichung darstellt. 

AHe + O2 = A+ H20e (2) 
H2,0, + AH, = A + 2 H2,0 (3) 

Da bei der Formel (1) die Konzentration von O2 praktisch 
konstant anzunehmen ist, so sollte eigentlich die folgende Gleichung 
der bimolekularen Reaktion gelten, wenn die umgekehrte Reaktion 
vernachlassigt werden kann und keine andere Nebenreaktion statt- 
findet. 

a= ay (4) 
dt . 
wobei a die Anfangskonzentration der Ascorbinséure und z die 
oxydierte bedeutet. Aus dieser Formel (4) durch Integration be- 
kommt man folgende Gleichung. 
x 
Tees). © 
Wenn man aus den Werten von Tabelle V die Werte k berechnet 
(bei der Oxydasekonzentration 1:1200), so bekommt man die Werte 
von Tabelle X. 


TABELLE X, 
a= 8.560. 
t a-x Ly ke-10° 
2 7.47 1.090 8.50 
5 6.36 2.200 8.07 
10 5.00 3.560 8.32 
20 3.54 5.020 8.25 
30 2.95 5.610 7,42 
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Die gefundenen k-Werte sind also einigermassen konstant, 
wenigstens im Anfangsstadium, zu betrachten. Obwohl die Sache 
nicht immer so eindeutig zu erkliren ist, so ware doch die Annahme 
in Anbetracht der bedeutenden Versuchsfehler und der komplizier- 
ten Nebenreaktionen einigermassen stichhaltig. 


SPEZIFITAT DER KERMENTREAKTION. 


Zu 1.0 ecm m/10 Acetatpuffer (PH 6.0) werden 2.0 cem Wasser, 
1.0 cem Oxydaselosung (1:50) gegeben. Nach Zusatz von 2.0 eem 
reduzierenden Substanzen in 2%ige Metaphosphorsdure (PH 6.0) 
wird ins Wasserbad von 37° eingelegt, der Sauerstoff 30 Minuten 
durehgeleitet. Die Fermentwirkung wird durch Zusatz von 4 ecm 
4%iger Metaphosphorsdéure unterbrochen und die Lésung wird 
jodometrisch bestimmt. Die Ergebnisse befinden sich in Tabelle XI. 


TABELLE XI. 


0 % oxdiert 
Reduzierende Substanzen eee ans arate (Die spontane 
Oxydation korrigirt) 


Ascorbinsaéure 3.180 (0.030) 100 
Glucoredukton 3.180 (0.650) fast 100 
Glutathion 0.050 (0.020) il 
Cystein 0.730 (0.460) 8 


* Die eingeklammerten Zahlen bedeuten die oxydierte Menge Ascorbinsaure 
ohne Fermentzusatz. 


Glucoredukton wird also fast ebenso gut wie Ascorbinsaure 
oxydiert, wahrend Glutathion und Cystein durch Oxydase wenig 


oxydiert wird. 


HEMMUNG DER OXYDASEWIRKUNG. 


1. CO-Hemmung. 


Es wurde manometrisch gepriift, ob die Wirkung der Ascorbin- 
sdureoxydase wie andere Oxydase durch CO gehemmt wird. Wie 
aus Tabelle XII hervorgeht, wird die Oxydationsgeschwindigkeit 
durch 95% CO auf etwa die Halfte herabgesetzt. 
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TABELLE XII. 
Hauptraum: 2.0 ccm Oxydase (1: 250) in n/10 Acetatpuffer (Pu 6.0). 


Anhang: 0.2 ecm 576 mg-%ige Ascorbinsiure in 2%ige HPOs (Px 6.0). 
Einsatz: 0.2 cem 10%ige KOH. 
Temp. 20s; 


Sauerstoffverbrauch in ¢mm., 


Zeit nach Einkippen 95% CO +5% Oz | 95% Not+5% Oz Luft 
10 Minuten 22.) 51.9 USS 
15 35.8 73.2 ” 
20 47.8 ” ” 
25 59.8 ” ” 
30 69.3 ” ” 
35 74.0 ” ” 


2. Hemmung durch Komplexbildner mit Schwermetallen. 


Zu 1.0 cem m/10 Acetatpuffer (Pu 6.0) wird 1.0 ceem Oxydase- 
losung zugesetzt, die stark genug ist, um die 5mal so grosse Menge 
Ascorbinsaure als die im Versuch unter den Versuchsbedingungen 
vollstindig zu oxydieren. Dazu gibt man 2.0 eem der wasserigen 
Losung der zu priifenden Substanz (auf Pu 6.0 eingestellt). Nach 
dem Mischen wird ins Wasserbad von 37° 5 Minuten eingeleet. 
Dazu gibt man 2.0cem 136.5 mg-%ige Ascorbinsaure in 2%iger 
Metaphosphorsaure (auf Pu 6.0 eingetsellt) zu, legt ins Wasserbad 
von 37° und leitet Sauerstoff 30 Minuten durch. Nach dem An- 
sauren wird vorschriftsmassig jodometrisch bestimmt. Die Ergeb- 
nisse befinden sich in Tabelle XIII. Die Konzentration der hem- 
menden Stoffe in Tabelle XIII bezieht sich auf das Gemisch von 
Puffer, Oxydase und hemmende Substanzen. Nach dem Zusatz der 
Ascorbinsaurelésung wird die Endkonzentration 2/3 der Tabellen. 

Es ist sehr auffallend, dass diathyldithiocarbaminsaures 
Natrium und Ferrocyankali, die die Oxydasewirkung beim Versuch 
von Stotz, Harrer u. King (1927) deutlich hemmten, bei meinem 
Versuch in der gentigenden Konzentration wirkungslos waren. 

Auch 8-Oxychinolin-5-sulfosiure und 1-Amino-8-naphthol-4- 
sulfosiure, die nach Cook, Haldane u. Mapson (1931) die 
Kupferkatalyse hemmen, zeigten kaum eine hemmende Wirkung. 
Von den die Kupferkatalyse hemmenden Substanzen war die 
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Hemmende Substanzen 


Vergleich mit dem 
Versuch von Stotz, , 
Harrer u. King” 


Phenylhydrazin 


Hydroxylamin-3 H.SO, 


KCN 


Diathyldithiocarbamin- 


saures Natrium 


Ferrocyankalium 


8-Oxychinolin 


K-Athylxanthat 


KON + Pyridin 


Na-Pyrophosphat 


NaN, 


2-Aminophenol- 
4-sulfosdiure 
8-Oxychinolin- 
5-sulfosaure 
1-Amino-8- 
naphthol-4- 
sulfosaure 


\ 
| 


| 


{ 


Konzentration | Hemmung 

(Mole/Liter) % 
10-3 0 
10-2 0 
10-1 19 
10-2 6 
10-8 0.5 
10-2 100 
10-3 100 
10-4 13 
10-5 1 
10-3 95 
OQ —2 54 
10=5 3 
10-8 1 
10-2 16 
10-3 0 
Orme 0 
10-2 0 
10-3 0 
10-4 33 
10-5 21 
10-6 ie; 
10-7 4 
10-4 85 
10-5 37 
10-6 9.4 
10-7 0 
10-2 38 
10-8 9 
10-4 0 
il 0 
10=1 0 
10~-? 0 
10-1 83 
10-2 (al 
10-3 29 
10-4 0 
10-2 0 
10-3 0 
10-4 0 
10-5 0 
10-4 24 
iY 3 
10-§ 1 


95% Dei 1.3-10-2m _ 


Y~Y 


96% bei 0.8:10-2m 


a 


100% bei 10-3m 


89% hei 0.8:10-2m 


Sen canadien aed 


94% bei 2.3:10-2m 


97% bei 0.8:10-2m 


85% bei 0:-3m 


1) Die Konzentrationen werden zu Mole/Liter umgerechnet. 
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Wirkung des Kaliumithylxanthat deutlich nachweisbar. 2-Amino- 
phenol-4-sulfosaure, die spezifisch Hisenkatalyse hemmt, zeigte keine 
Wirkung. Deutlich war die Hemmung durch Cyanid und Sulfid, 
die bekanntlich ausser Kupfer auch andere Schwermetallkatalyse 
hemmen. 

Da die Negativitit der Hemmung die Schwermetallkatalyse 
nicht immer ausschliessen lasst, so kann die Wirkung der Ascorbin- 
sdureoxydase als Kupferkatalyse gedeutet werden. Ob aber die 
unspezifischen Proteine in Verbindung mit Kupfer die ganzen 
HKigenschaften der Oxydase zeigen, ist die Frage, die noch zu ent- 
scheiden ist. Damit werde ich mich in den spateren Mitteilungen 
eingehend beschaftigen. 

Die Hemmung der Oxydasewirkung durch eine sehr kleine 
Menge Cyanid und Sulfid sowie CO beweist zweifellos, dass die 
Oxydasewirkung Schwermetallkatalyse darstellt. Ausserdem habe 
ich gezeigt, dass die Oxydation nur durch Sauerstoff geschieht und 
Methylenblau nicht imstande ist, denselben zu ersetzen. Alle diese 
Tatsachen stimmen darin tiberein, dass die Natur des Ferments 
nicht den Dehydrasen, sondern den Oxydasen zugehort, wie Indo- 
phenoloxydase, Polyphenoloxydase usw. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Reinigungsmethode der Ascorbinsiéureoxydase wurde 
ausfitihrlich beschrieben. 

2. Das optimale Pu der Ascorbinsdureoxydase liegt zwischen 
6.0-6.5. 

3. Die optimale Temperatur der Wirkung ist 37°-40°. 

4. Bei Gegenwart einer geniigenden Menge Substrats ist die 
Oxydationsgeschwindigkeit der Fermentkonzentration proportional 
und bei der konstanten Fermentkonzentration ist die Oxydations- 
geschwindigkeit unabhingig von der Substratkonzentration. Beide 
sind mit Michaelis-Menten-Theorie vereinbar, und entbehren 
die Annahme einer Zwischensubstanz. 

5. Bei der Oxydation kann der Sauerstoff durch Methylenblau 
nicht ersetzt werden. 


6. Bei der Oxydation kann die Entstehung von H.O» nach- 
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gewiesen werden. 

7. Bei der Oxydation wird die Ascorbinsiure zu Dehydro- 
ascorbinsdure quantitativ oxydiert. 

8. Die Oxydation durch Oxydase ist nicht als eine Reaktion 
erster Ordnung anzusehen. 

9. Bei der Oxydation wird fiir 2 Mole Ascorbinsiure 1 Mol 
Sauerstoff verbraucht. Die Oxydationsgleichung kann méglicher- 
weise durch folgende Formel ausgedriickt werden. 


AHzs + Os = A + H20- 

H2,02 + AH, = A + 2H20 
Die Bilanzgleichung ist dann die folgende: 

2AHs + O02 =2A + 2H,0. 


In Ubereinstimmung damit erwies sich die Reaktionskinetik 
als einigermassen bimolekular. 

10. Die Fermentwirkung ist ziemlich spezifisch fiir Ascorbin- 
saure. Cystein und Glutathion werden von dem Ferment wenig 
oxydiert. Glucoredukton kann fast ebenso gut wie Ascorbinsaure 
oxydiert werden. 

11. Die Fermentwirkung wird durch CO gehemmt. 

12. Die Fermentwirkung wird durch Cyanid, Sulfid und 
einige andere Komplexbildner mit Schwermetallen gehemmt. 


Herrn Dr. A. Fujita spreche ich hier meinen besten Dank 
fiir seine freundliche Leitung bei dieser Arbeit aus. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER ASCORBINSAURE- 
OXYDASE. 


Ill. Mitteilung: Uber die Peroxydase in dem gereinigten 
Ascorbinsaureoxydasepraparat. 


Von 


TSUTOMU EBIHARA. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in 
Tokyo. Direktor: Dr. Akiji Fujita.) 


(Eingegangen am 12. August 1938) 


In der vorangehenden Arbeit habe ich (Ebihara, 1988, 3) 
eine Reinigungsmethode der Ascorbinséiureoxydase beschrieben. 
Die nach der Vorschrift gereinigte Fermentlosung farbt nicht nach 
Zusatz von Guajak, Bezidin, Katechin, Pyrogallol oder p-Pheny]- 
endiamin bei Pu 6.0, d. h. die Aseorbinséureoxydase ist keine Poly- 
phenol- oder Indophenoloxydase. Wenn man aber eine H2Q0:- 
Losung zufiigt, so farbt sich die Lésung sofort. Das zeigt die 
Gegenwart der Peroxydase. Ich habe daher die Peroxydase- 
wirkung des Fermentpraparates eingehender untersucht. Die 
Thermostabilitét und die Hemmung durch Komplexbildner mit 
Schwermetallen zeigten eindeutig, dass die Wirkung der Ascorbin- 
_ sdureoxydase von Peroxydase unabhangig ist. 


QUANTITATIVE BESTIMMUNG DER PEROXYDASE. 


Vorschrift: Za 1.0cem Acetatpuffer Pu 6.0 (bestehend aus 
9.6 cem m/10 Na-Acetat und 0.4 cem m/10 Essigsaéure) werden 2.0 
ecm Wasser, 1.0 cem Oxydaselésung zugesetzt. Dazu wird 0.1 ccm 
gesittigte Benzidinlésung in 30%ige Essigsiure gemischt. Nach 
Zusatz von 1.0cem 10%m HO. wird die Losung in Wasserbad 
von 17-20° eingelegt. Nach 5-6 Minuten wird # mit Pulfrich- 
Photometer (S 61, 5mm) bestimmt. 

Bemerkungen: Die gefarbte Fliissigkeit hat die Extinktions- 
kurve von Abb. 1. £E ist der Konzentration des Ferments inner- 
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Abb. 1. Abb. 2. 
Zimmertemperatur: 17°. Zimmertemperatur: 17°. 
5 bis 6 Minuten nach zusatz. 5 Minuten nach Zusatz. 


Elsie) 1.2 


400 500 600 700 
To 


Yaooolo00 Vooo Yoo 
Konzentration d Oxydase. 


Abb. 3. 


Zimmertemperatur: 17°. 


halb E —0.5 fast vollkommen proportional (Abb. 2). Der zeitliche 
Verlauf der E-Werte wird in Abb. 3 gezeigt. Die maximalen E- 
Werte sind unterhalb 20° konstant, aber die Zeit bis zum Erreichen, 
sowie die Dauer der maximalen H-Werte desto grésser, je tiefer die 
Temperatur. Bei 30° wird der maximale H-Wert kleiner. Zum 
Belege dient ein Bespiel. Siehe Tabelle I und Abb. 3. 
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TABELLE I. 
Temeperatur _ Max. ve Zeit bis zum Hrreichen und 
> (5mm, S61) Absinken des maximalen ZH. 
0° 0.370 70 Minuten bis 7 Stunden 
isis 0.370 10 bis 20 Minuten 
20° 0.370 5 bis 10 Miunten 
30° 0.310 2 Minuten 


THERMOSTABILITAT DER PEROXYDASE. 


Wie aus Tabelle II hervorgeht, ist die Peroxydase thermosta- 
biler als die Ascorbinséureoxydase. Durch Erwarmen auf 75° in 
10 Minuten wird die Oxydasewirkung vollig vernichtet, waihrend 
noch 65% der Peroxydasewirkung erhalten bleibt. 


TABELLE II. 


Temperatur Dauer see ste 

sg 8 (Minuten) Peroxydase Oxydase 
100 10 v e 

90 10 ? : 

80 10 ae ¥ 

15 10 ee 

70 10 ae é 

60 10 100 | 29 

55 10 100 40 


HEMMUNG DURCH CHEMIKALIEN. 


Gegen verschiedene Hemmungssubstanzen verhalt sich die 
Peroxydase verschieden von der Oxydase. In Tabelle III werden 
einige Beispiele angefiihrt. Zur Berechnung der Endkonzentration 
der hemmenden Substanzen in diesen Versuchen sind die Zahlen 
der Tabellen bei Peroxydase mit 0.78, bei Oxydase mit 0.67 zu 
multiplizieren. 
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TABELLE IIT. 


, Hemmung (%) = 
Hemmende Substanzen” eee Liues 
Peroxydase Oxydase 

10-2 100 6 

NH,OH-3 H,SOs { 10-3 98 0.5 
Om 100 0 
Phenylhydrazin | 10-3 95 0 
10s 100 0 
Ferrocyankalium | 10-2 100 0 
4 10-3 90 0 
i 10=4 100 0 
2- Aminophenol-4- { 40-5 100 0 

sulfosaure 

10=° 25 0 
10-3 100 100 
KCN Ome 100 13 
10-5 WKS 0 


Daraus ist klar zu ersehen, dass die Wirkung der Oxydase 
von der Peroxydase unabhangig ist. 


VERTEILUNG DER PEROXYDASE, ASCORBINSAUREOXYDASE 
UND KATALASE IN DEN PFLANZLICHEN UND 
TIERISCHEN GEWEBEN. 


Da das Oxydasepraparat von Cucurbita, wie schon hervorging, 
meistens mit Peroxydase und manchmal mit Katalase zusammen 
vorkommt, ist es nicht ohne Interesse, die Verteilung der 3 Fer- 
mente in den pflanzlichen und tierischen Geweben zu untersuchen. 
Die Ergebnisse einiger Beispiele befinden sich in Tabelle IV. 

Ascorbinséureoxydase wurde kolorimetrisch, wie schon be- 
schrieben (Ebihara, 1938, 2), oder manchmal jodometrisch 
bestimmt und wird mit den folgenden Quotienten ausgedriickt. 

Q=mg oxydierte Ascorbinsdure in 30 Minuten pro mg 
Frischgewicht. 


1) Vor dem Zusatz werden auf Pu 6.0 eingestellt. 


Untersuehungen tiber Ascorbinsdureoxydase.—III. 221 


TABELLE IV, 
Quotienten 
Arten 
Katalase Peroxydase Oxydase 
Pflanzliche Gewebe 
5.94 Rs} — 
Blumenkohl { : Le 
_ i 4.32 
Kohl 9.55 0.53 _— 
_ 0,38 0.313 
Kiirbis (,,Kabocha‘) 2.74 21.2 i? 
Rindenteil as 14. 212 
Gurke (,,Kiuri*) 8.8 0.9 -— 
Rindenteil fai 0.35 347 
Kartoftel { 0.43 0.048 _ 
a 0.12 3,54 
Apfel 0.055 0.018 0.137 
Erbse (,,Endo“) 2.25 0.46 2.82 
Saubohne { 30,2 0.15 ar 
(,,Soramame“) — 0.007 0.809 
Rettich (,,Daikon“) 5.41 0.86 0 
Gereinigte Oxydase 33.7 89.6 1540 
Ticrische Gewebe 
Muttermilch 
Arakawasche Reaktion negativ { 1.76 ca. 0.002 0 
» stark positiv : 0.48 ca. 0.009 0 
Rattenleber 605 0 
Kaninchenerythrocyten 1126 0 0.275 
Mausemilz 21.4 0 0 
Mauseniere 175.0 0 0 
MaAauseherz 19.8 0 0 


Katalase wurde in Anlehnung an Fujita u. Kodama (1931) 
manometrisch bestimmt. Die Gewebe wurden aber als Brei statt 
als Schnitte benutzt und die Quotienten wurden folgendermassen 


berechnet. 


Q=der bei 38° entstandene Sauerstoff, in 30 Minuten, 
in emm pro g Frischgewicht. 


dade T. Ebihara. 


Zur Bestimmung der Peroxydase wurden die Reagenzien der 
Arakawaschen Reaktion (Arakawa, 1930; Vergl. Ebihara, 
1938, 1) benutzt, da sie empfindlicher sind als die oben beschriebene 
Benzidinreaktion. 

Zu 1.0 cem Wasserextrakt (1:2) der Gewebe werden 3.0 ccm 
Reagens (3), 1.0cem Reagens (1) und 1.0cem Reagens (2) zu- 
gesetzt und ins Wasserbad von 20° 40 Minuten gelegt. Nach Zusatz 
von 3.0cem Athylalkohol wird E mit Pulfrich-Photometer (5mm, 
S57) bestimmt. .# ist innerhalb von 0.7 der Peroxydasekonzentra- 
tion genau proportional. Als Quotienten wurden folgende Werte 
bestimmt. 

‘Q=E (857, 5mm) pro mg Frischgewicht. 

Wie aus Tabelle IV ersichtlich, ist der Oxydasegehalt nicht 
immer dem Peroxydase- oder Katalasegehalt proportional. Die 3 
Fermente scheinen miteinander keinen Zusammenhang zu haben. 


BEMERKUNGEN UBER DIE ARAKAWASCHE REAKTION. 


Nebenbei ist hervorzuheben, dass die Arakawasche Peroxy- 
dase-Reaktion, die nach der Meinung von Sato und seinen Mitar- 
beitern die Gitite der Muttermilch beurteilen lasst, indem er die 
Muttermilch mit stark positiver Reaktion fiir eine gute, zur Ernah- 
rung der Sduglinge geeignete hielt und umgekehrt, betreffs des 
Vitamins C sehr bedenklich und recht vorsichtig zu beurteilen ist. 
Denn wie ich (Ebihara 1938, 1) schon berichtet habe, wird der 
Gehalt des Vitamins C in der Muttermilch desto kleiner, je stiirker 
positiv die Reaktion wird. Wenn man ausserdem. der Muttermilch 
mit stark positiver Reaktion Ascorbinsaure zusetzt, wird die Reak- 
tion negativer. Es verschwindet sogar die durch die Reaktion auf- 
betretene blane Farbung durch Zusatz der Ascorbinsiure. Dasselbe 
gilt auch bei der Benzidin-Reaktion. Die Annahme, dass die 
Muttermilch mit negativer Reaktion eine schlechte, zur Ernahrung 
ungeeignete giftige Milch sei, ist also betreffs des Vitamins C ganz 
hinfallig. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Es wird in dem gereinigten Ascorbins’ureoxydasepriiparat 
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fast immer Peroxydase nachgewiesen, aber keine Polyphenol- oder 
Indophenoloxydase. 

2. Es wurde eine quantitative kolorimetrische Bestimmungs- 
methode der Peroxydase mitgeteilt. 

3. Die Peroxydase ist thermostabiler als Ascorbinsiure- 
oxydase. Die Wirkung der ersteren wird bei 75° in 10 Minuten 
etwa um 35% vernichtet, wihrend die Wirkung der letzteren véllig 
inaktiviert wird. Dadurch kann man die Peroxydaselésung ohne 
Oxydasewirkung erhalten. 

4. Die Peroxydasewirkung wird von Hydroxylamin, Phenyl- 
hydrazin, Ferrocyankalium, und 2-Aminophenol-4-sulfosiure voll- 
standig gehemmt, wahrend gleichzeitig die Oxydasewirkung gar 
nicht beeinflusst wird. Auch Cyanid mit der Konzentration von 
10° Mole/Liter hemmt 75% der Peroxydasewirkung ohne jeden 
Einfluss auf Oxydase. Dadurch kann man die Oxydaselésung ohne 
Peroxydasewirkung erhalten. 

5. Es wurde die Verteilung der Ascorbinséureoxydase, Per- 
oxydase und Katalase in den pflanzlichen und tierischen Geweben 
untersucht. In den 3 Fermenten war aber kein quantitative Zu- 
sammenhang zu konstatieren. 

6. Es wurde nebenbei hervorgehoben, dass die Arakawasche 
Reaktion nicht immer die Giite der Muttermilch zeigen kann. 
Durch Zusatz der Ascorbinséure wird die Reaktion negativer und 
die einmal entstandene blaue Farbung wird durch Zusatz der 
Ascorbinsdure entfarbt. Je mehr Vitamin C vorhanden ist, desto 
negativer wird die Reaktion. Betreffs des Vitamins C ist also die 
Priifung mit der Arakawaschen Reaktion sehr bedenklich. 

Herrn Dr. A. Fujita spreche ich hier meinen besten Dank 
fiir seine freundliche Leitung bei dieser Arbeit aus. 


LITERATUR. 


Arakawa (1930): Tohoku J. Exp. Med., 16, 83, 97, 107. 
Ebihara (1938,1): Tokyo Iji Shinshi, 3073, 26. 
Ebihara (1938,2): J. Bioch., 28, 415. 

Ebihara (1938,3): J. Bioch., 29, 113. 

Fujita u. Kodama (1931): Bioch. Z., 232, 20. 


; . a ra) 
| = “y ; be 
7 SS 
- if 
i ats 


. ~ - 
i =~ 
i a Se 
if Hse 
oS = ; 
5 
7 =. 
=) Z 
one { 
y oy 
r] 
=< i 
‘ 
‘ 
. 
. Ve 
=. 2 
y — 
>> 
> 
F 
¥ Fi a 
‘ 
<< 
wy 
fu 
- 
bye i 
j 
j 
{ 
, =! 9 g 


t . io SeOtl Oe ere RL a if 
= Li re P 7 o£ P f- ay sees om 


Tke Journal of Biochemistry, Vol. 29, No. 2. 


STUDIEN UBER DIE GLYCINBENZOACYLASE. 


VON 


HIDEO MORI, 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr, S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 19. August 1938) 


Unter der Glycinbenzoacylase versteht man ein Ferment, das 
spezifisch zur Hydrolyse der Hippursidure gerichtet, aber auf die 
Benzoylderivate des Asparagins und Tyrosins oder auf die Phena- 
cetursaure nicht einzuwirken imstande ist. Diese Benennung 
wurde yon Nawa (1938) vorgeschlagen. Zuerst hat Akizuki 
(1937) aus dem Glycerinextrakt der Schweineniere das Glycin-, 
Asparagin-und Tyrosinhystozym isoliert und konnte damit nach- 
weisen, dass die Spezifitat der Acylase von den gebundenen 
Aminosdurearten bedingt wird. Nawa hat den Versuch von 
Akizuki weiter fortgesetzt und aus dem Glycerinextrakt der 
Hiihnerleber ein Ferment isoliert, das spezifisch die Phenacetur- 
sdure angreift, aber auf die Hippurséure nicht einwirkt. Wir 
sind also jetzt der Meinung, dass der Wirkungsbereich von ein- 
zelner Acylase nicht nur von den Aminosdurearten in den Sub- 
straten, sondern auch von den Arten der gebundenen Acylgruppen 
bestimmt wird. 

Die alte Benennung wie Histozym, Hippuricase und auch 
Glycinhistozym u.s.w. ist nicht mehr hinreichend, um die Sub- 
stratspezifitat definitiv auszudriicken. Neuerlich ist der Name 
Acylase iiberall gebrauchlich fiir die Enzymgruppe, die im all- 
gemeinen die substituierten Saureamide spaltet. Nach der Forde- 
rung, bei jeder Acylase sowohl den Acylrest als den Aminosdure- 
rest des Substrats anzugeben, hat Nawa die Benennung Gly- 
cinbenzoacylase, Asparaginbenzoacylase, Tyrosinbenzoacylase, Gly- 
cinphenacetoacylase u.s.w. aufgenommen. 

Die von Akizuki und Nawa hergestellten Acylaselosungen 
enthielten noch eine grosse Menge Hiweiss und als die Versuche 
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mit soleher Lisung angestellt wurden, schlug sich immer, wie es 
bei dem Versuch mit dem Ausgangsglycerinextrakt der Fall war, 
aus den Versuchslésungen bald Eiweisskoagulat nieder, obwohl 
die gebrauchten Fermentlosungen an sich fast durchsichtig waren. 

Zur Forderung der Fermentstudien ist bekanntlich Herstel- 
lung méglichst eiweissarmer Fermentpraparate wiimschenswert. 
Ihre Liésungen sollen klar und haltbar sein und auch die damit 
angestellten Versuchslésungen sollen wahrend der Versuche durch- 
sichtig bleiben. Ich habe unter Leitung von Prof. Akamatsu 
die Reinigung der Glycinbenzoacylase unternommen. 

Akizuki hat schon berichtet, dass der Rohrzuckerextrakt 
der Schweineniere, als er bei 55° 30 Minuten lang erhitzt, filtriert 
und dann gegen 1% Kochsalzlésung dialysiert wurde, eine klare 
und haltbare Fermentlosung lieferte, die auf die Hippursdaure 
stark einwirken konnte. Aber auch in dem mit dieser Losung 
ausgefiihrten Versuchsansatz entsteht mit der Zeit Eiweissausfal- 
lung. Trotzdem habe ich mit dieser Losung die Reinigung der 
Benzoacylase angefangen, weil sie an sich ihrer Herstellungsweise 
gemass schon als eiweissarm anzusehen war. Ich nenne diese 
Fermentlisung einfachheitshalber Losung A. 

Bei der Reinigung der Fermentlésung ist es iberhaupt unent- 
behrlich, das Stabilitétsverhaltnis der Fermentaktivitit gegen ver- 
schiedene PH zuvor zu untersuchen. Als der Acetatpuffer von 
Pu 4 der Lésung A zugesetzt wurde, fiel bald Eiweisskoagulat 
aus. Der Niederschlag konnte bei Neutralisation der Lisung nicht 
mehr in Lésung gebracht werden und das Vermégen, die Hippur- 
sdure aufzuspalten, wurde vollstaéndig verloren. Bei PH 5 war 
die Niederschlagbildung gering und bei der Neutralisation nach 
einer Stunde wurde fast 50% Aktivitétsverminderung beobachtet. 
Bei Pu 6 oder 8 blieb die Fermentlésung selbst nach einer Stunde 
klar, aber ihr Vermégen zur Hippursdurespaltung wurde auch 
mehr oder weniger abgeschwicht. Das Experiment ergab, dass 
die Glycinbenzoacylase bei PH 7 am stabilsten war. Diese Aziditit 
stimmt mit dem optimalen PH dieses Ferments iiberein. Da die 
Glycinbenzoacylase in wisseriger Lisung aber gegen Sdure-oder 
Alkalizusatz empfindlich ist, scheint das Ausfiihren der Adsorption 
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und Elution unter Pu-Verdnderung zur Reinigung dieses Ferments 
fast aussichtlos. 

Dieser Stabilitiitsuntersuchung anschliessend, habe ich an der 
Lésung A Einfluss der Pufferarten auf die Glycinbenzoacylase- 
wirkung bei PH 7 untersucht. Als Kontrolle diente ein Ver- 
suchsansatz von PH 7 ohne Pufferzusatz. Der Versuch ergab, 
dass der Zusatz des Phosphatpuffers 50%ige Steigerung, aber des 
Veronalpufters 50%ige Herabsetzung gegeniiber der ohne Puffer 
ausgeftihrten Hippursiurehydrolyse verursachte. Man soll also 
bei dem Benzoacylaseversuch die Lésung vorteilhaft mit dem 
Phosphat puffern. : 

Wie oben erwidhnt, bildete sich in dem mit der Liésung A an- 
gestellten Versuchsansatz allmahlich Eiweissniederschlag. Als 
ich noch die Lésung A bloss mit Phosphatpuffer von PH 7 aber 
ohne Substrat bei 37° 18 Stunden stehen liess, entstand ebenfalls 
Niederschlag. Die Benzoacylase wurde dabei zwar teils durch 
den Niederschlag mitgerissen, aber die tiberstehende Loésung war 
noch fahig Hippursiurespaltung auszuiiben, wobei in dem Ver- 
suchsansatz keine Niederschlagbildung bemerkbar war. Als die 
Loésung A andererseits mit 1/10 Gewicht Rohrzucker und dann 
mit Phosphatpuffer von PH 7 versetzt und bei 37° 18 Stunden 
aufbewahrt wurde, entstand inzwischen auch woh] Hiweissnieder- 
schlag. Die iiberstehende Losung entfaltete eine so starke hy- 
drolytische Wirkung wie die Ausgangslésung A und dabei blieb die 
Versuchslosung ganz klar. Dies zeigt eindeutig, dass bei An- 
wesenheit des Rohrzuckers jener labile Eiweissanteil in der Losung 
A ohne merklichem Benzoacylaseverlust entfernt werden kann. 

Um in einfacher Weise das labile Hiweiss zu entfernen, habe 
ich ein kombiniertes Verfahren von Adsorption und Erhitzung 
ausgearbeitet. Es beruhte auf den folgenden Versuchen. Falls 
die Lisung A bei Pu 7 unter Phosphatpufferung mit Kaolin oder 
Tonerde geschiittelt wurde, war die Adsorption der Glycinbenzoa- 
eylase nur gering. Zweitens, falls die Losung A nach dem 
Rohrzuckerzusatz 30 Minuten auf 40, 55, 60 oder 65° erhitzt 
wurde, blieb die Aktivitat zur Hippursiurehydrolyse nach 40-55° 
Erhitzung fast unverandert, aber bei 60° wurde eine deutliche 
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Abnahme beobachtet. Ich habe jene Adsorption und diese Hrhit- 
zung kombiniert, indem ich der Lisung A Rohrzucker und Kaolin 
zusetzte, sie im Wasserbad bei 55° 30 Minuten erhitzte, und nach 
Abkiihlen und Zentrifugieren eine klare, schwach gelbliche Fer- 
mentlésung bekam. Durch dieses Verfahren wurde die Aktivi- 
tit der Glycinbenzoacylase nur wenig abgeschwacht. Die auf 
diese Weise hergestellte Fermentlésung nenne ich Lésung B, Ks 
war sehr bemerkenswert, dass der mit dieser Lésung B angestellte 
Versuchsansatz bei 37° selbst nach 18 Stunden ohne ‘irgendeine 
Triibung oder Niederschlagbildung ganz klar blieb, und dass die 
Lésung B beim Aufbewahren im Hisschrank ihre Glycinbenzoa- 
cylasewirkung iiber einige Wochen unverandert behielt, Stabili- 
titoptimum der Lésung B bei 37° war auch Pu 7. Die Lésung 
B konnte von Rohrzucker durch Dialyse befreit werden. 

Eine noch einfachere Herstellung von der stabilen, eiweiss- 
armen Glycinbenzoacylaselosung habe ich versucht. Der Rohr- 
zuckerextrakt der Sciweineniere wurde 30 Minuten auf 55° erhitzt 
und filtriert, das Filtrat nach dem Kaolinzusatz noch einmal 30 
Minuten auf 55° erhitzt und zentrifugiert und die iiberstehende 
Lésung gegen 1% Kochsalz dialysiert. Dieses Dialysat nenne ich 
Loésung C. Falls der Rohrzuckerextrakt direkt unter Zusatz von 
Kaolin erhitzt wurde, war die Aktivitait der erhaltenen Fermentl6- 
sung schwach, Ich méchte hier hinzufiigen, dass der Niederschlag, 
der aus der Lésung A, B oder C beim Zusatz gleichen Volumens 
Alkohol oder Aceton entstand, fast nicht imstande war, Hippur- 
saurespaltung auszuiiben, 

Zur weiteren Reinigung der Fermentlésung © habe ich sie 
mit Ammoniumsulfat halbgesattigt, den Niederschlag in 1% Koch- 
salz gelost, die Loésung mit verdiinntem Ammoniak neutralisiert 
und gegen 1% Kochsalz dialysiert. Durch dieses Verfahren 
wurde die Glycinbenzoacylasenaktivitét nur wenig geschwicht. 
Diese Lésung nenne ich Lésung D. 

Folgendes Beispiel zeigt, wie der EHiweissgehalt der Fer-. 
mentlosung nach jedem Reinigungsverfahren vermindert wurde. 
Der grosse Stickstoffgehalt (0.419 g N/dl) des einfachen Rohrzucker- 
extrakts ging schon durch erstmalige Erhitzung von 30 Min. auf 
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55° betrachtlich zuriick. 0.345g¢ N/dl. Hippursiurehydrolyse nach 
18 Stunden unter meiner Versuchsbedingung 58%. Wenn diese 
Lésung dialysiert wird, bekommt man wie oben erwihnt, die 
Lésung A. Die nicht dialysierte Lésung wurde durch Kaolin- 
behandelung und gleichzeitige Erhitzung, dann durch Dialyse in 
die Lésung C iiberfiihrt. 0.189g¢ N/dl und 59% Hippursdure- 
spaltung nach 18 Stunden. Diese Lisung C wurde dann mit 
Ammonsulfat gefallt und so die Lésung D erhalten. 0.050g¢ NV /dl 
und 48% Hydrolyse in 18 Stunden. Wir sind noch nicht in der 
Lage, den Fermentgehalt zahlenmdssig wie in Glycinbenzoacylase- 
Einheit anzugeben, aber das Verhiltnis der bemessenen N-Gehalte 
za dem hydrolytischen Betrag zeigt deutlich, dass die Reinigung 
zweckmassig ausgefiihrt worden war. 

Wirkung der Lésung D auf verschiedene Acylaminosduren 
war bemerkenswert. Durch diese Fermentlésung wurden ausser 
Hippursaure noch Chloracetylglycin, Chloracetylasparagin, Ace- 
tylglycin und Acetylasparagin gespalten. Aber Benzoyl-und 
Phenacetylderivate des Asparagins und Tyrosins und ausserdem 
noch Phenaceturséure konnten nicht gespalten werden. 

Als die Schweineniere einfach autolysiert und dlialysiert 
wurde, spaltete die Losung die Chloracetyl-und Acetylderivate des 
Glycins und Asparagins stark, aber nicht die Benzoyl-und Phen- 
acetylderivate des Glycins, Asparagins und Tyrosins. Hydrolyse 
der Hippursaure muss einem spezifischen Ferment, Glycinbenzoa- 
eylase zugeschrieben werden. Uber die Spezifitat der Acylase hat 
schon Nawa (1938) diskutiert, daher soll es hier nicht wiederholt 
werden. 

Nawa hat aus dem Glycerinextrakt der Hiihnerleber eine 
Fermentlésung bekommen, die die Phenacetursiure, aber nicht 
die Hippursaure spalten kann. Ich habe die Herstellung dieser 
Fermentlosung gepriift und seine Angabe bestitigt. Dass sich 
Hippursdure und Phenacetursadure enzymologisch ganz verschieden 
verhalten, ist sehr interessant. Bei dieser Gelegenheit habe ich 
das Verhalten des Phenylpropionylglycins und Zinnamoylglycins 
untersucht. Diese beiden Acylaminosiuren wurden kirzlich von 
Utzino, Tsunoo, und Mori (1937) enzymologisch ausftihrlich 
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untersucht. Ihre Angabe, dass die beiden Substrate durch 
Schweineniere aufspaltbar sind, konnte ich bestatigen. Das 
Phenylpropionylglycin war weiter sowohl durch die Glycinben- 
zoacylaselésung © als auch durch die Glycinphenacetoacylase aus 
Hiihnerleber hydrolysierber. Aber beide Fermentlosungen waren 
unwirksam auf das Zinnamoylglycin. Da die Herstellung der 
beiden Fermentlésungen von uns nur angestrebt wurde, um unter 
verschiedenen Benzoyl-und Phenacetylaminosiuren selektiv Hipp- 
ursiure bez. Phenacetursdure spalten zu lassen, sind wir vorlaufig 
nicht in der Lage, iiber die Hydrolyse des Phenylpropionylglycins 
oder Zinnamoylglycins etwas weiter zu sagen. 

Utzino (1928) hat bewiesen, dass Benzoylglycylglycin durch 
Trypsin in Hippursiure und Glycin hydrolysiert wird. Akizuki 
(1937) hat aus dem tryptischen Hydrolysat des Benzoylglycylas- 
paragins Hippursdure isoliert. Das Trypsinpraparat war inaktiv 
auf Hippursdure. In dem Molekiil Hippurylaminosdure sind iiber- 
haupt zwei fermentative Angriffpunkte denkbar, nimlich zwischen 
Benzoesiure und Aminosdure und zwischen beiden Aminosauren. 
Dass der letztere Punkt auch unter Umstanden der tryptischen 
Wirkung widersteht, hat Akizuki bei der Benzoylglycylasparagin- 
sdure bewiesen. Aber ob die primaire fermentative Spaltung der 
Hippurylaminosdure in Benzoeséure und Dipeptid iiberhaupt még- 
lich sei, ist bisher nicht erwiesen. Akizuki hat beobachtet, dass 
seine Glycinbenzoacylase (Glycinhistozym)-lésung Benzoyldipeptide 
hydrolysierte, aber da diese Fermentlésung noch sowohl Poly- 
peptidase als Dipeptidase enthielt, konnte er iiber die primire 
Abspaltung der Benzoesiure nichts aussagen. Meine Glycinben- 
zoacylaselosung D wirkte auf Benzoylglycylglycin, Benzoylglyeyl- 
asparagin und Benzoylglycylasparaginsdure gar nicht. Das ist als 
ein interessanter Befund zu erwahnen. Glycinbenzoacylase ist 
also nicht imstande, aus der Hippurylaminosdure Benzoesdure 
abzuspalten. 

Ich habe an der Giycinbenzoacylaselésung C den Hinfluss der 
verschiedenen Elektrolyten untersucht. Natriumjodid, Kaliumrho- 
danid und Natriumpyrophosphat férderten die Hippursiurespal- 
tung, wahrend Natriumbromid und Natriumfluorid ohne Hinfluss 
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blieben. Calciumchlorid und Magnesiumsulfat hemmten etwas 
die Hydrolyse. Die Hemmung durch Ferrosulfat war sehr stark. 


EXPERIMENTELLER TEIUL. 


Uber die Darstellung der in vorliegendem Experiment ge- 
brauchten Substrate wurde schon von Nawa (1938) berichtet. 
Zinnamoylglycin und Phenylpropionylglycin wurden nach Dakin 
(1908-1909) dargestellt. Neutralisierte M/2 Substratlosungen 
wurden zum Versuch bereitet. Versuchsanordnung zur Messung 
der Acylasewirkung war, falls nicht besonders angegeben, fol- 
gende: 


Versuchslosung :— 
N/2 Substrat 1.25 ecm 
N/10 Phosphatpuffer (PH 7) Decne: 
Fermentlosung PAT ETE 
Kontrollldsung :— 
Dest. Wasser 1.25 ecm 
M/10 Phosphatpuffer (PH 7) 4,25 ,, 
Fermentlosung LEA Wee 


Versuchs-und Kontrollansaétze wurden je 2 bereitet. Als 
Antiseptikum einige Tropfen Toluol. Alkoholische Titration nach 
Willstatter-Waldschmidt-Leitzmit N/5 Kalilauge. COOH- 
Zuwachs wurde nach 18 Stunden gemessen und aus der Differenz 
der Versuchs-und Kontrollwerte wurden der wirkliche COOH- 
Zuwachs und das hydrolytische Prozent berechnet. 3.125 ccm 
N/5 Kalilaugeverbrauch entsprach 100% MUHydrolyse. COOH- 
Zuwachs in der Kontrolll6sung war meistenfalls nicht vorhanden. 
In den folgenden Protokollen iiber die Reinigung der Ferment- 
losung wird bei jeder Losung ihre Wirksamkeit angegeben. Hy- 
drolyse 30% bedeutet, dass 2.5 cem der betreffenden Losung unter 
der oben erwahnten Versuchsanordnung in 18 Stunden 30% Hy- 
drolyse der Hippursiure ausgeiibt hat. 
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1. Darstellung der Lésung A. 


Die Schweineniere wurde méglichst von Fett und Bindegewebe 
befreit, zu Brei zerrieben mit zweifachem Volumen 10% Rohr- 
zuckerlosung geschiittelt, unter Toluolzusatz bei Zimmertempera- 
tur 24 Stunden stehen gelassen, dann zentrifugiert. Die iiber- 
stehende Rohrzuckerlosung wurde bei 55° 30 Minuten erhitzt und 
filtriert, das Filtrat gegen 1% Kochsalzlésung dialysiert und von 
dem wihrenddessen ausgefallenen Bodensatz durch Zentrifugieren 
befreit. 

Ich nenne diese dialysierte Lésung Lésung A. Die Wirkung 
war folgende: 


Zuwachs des 


Substrat Alkaliverbrauchs (eem) 


Hydrolyt. % 


Hippursaure 0.95 30 


2. Stabilitat der Losung A (Hydrolyse 31%) bei 
verschiedenen Pu. 

Wie die Aziditat der Lésung A verandert und nach 1 Stund. 
zu Pu 7 zuriickgebracht wurde, ist aus Tabelle I klar zu ersehen 
Durch dieses Verfahren wurde die Losung A in jedem Fall 2 fach 
verdiinnt. 2.5 ccm wurde zum Hydrolysenversuch gebraucht. 


TABELLE I. 
PE 4 5 6 Uf 8 
Lésung A (ecm) 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 
M/2 Essigsiiure (cem) 4.1 15 
M/2 Essigsauresnatrium (ecm) 0.9 3.5 
M/10 prim. Natriumphosphat 4.5 2.0 0.25 
(eem) 
M/10 sec. Natriumphospat (cem) | 0.5 3.0 4.75 
o | M/2 NaOH (cem) 4.1 1.5 
cs 
S = 9 | M/10 NaOH (ccm) a5 
35 | 
Fa | M/10 HCl (ccm) 1.75 
ri 
“| Dest. Wasser (ecm) 0.9 3.5 2.5 5.0 25 
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Sahetrat Hippur- Hippur- Hippur-| Hippur-} Hippur- 
saure saure saure saure saure 
Zuwachs des Alkaliverbrauchs 0.03 0.20 0.34 0.47 0,35 
(eem) 
Hydrolyt. % uf i ial 15 ad 


3. Vergleich des Einflusses von Pufferarten auf die 


Hippursiéurespaltung. 
TABELLE IT. 

Losung A (cem) 2.50 2.50 2.50 
M/2 neutralisierte Hippursaure (cem) 1525 1.25 1.25 
M/10 prim. Phosphat (ccm) 0.50 
M/10 sec. Phosphat (ecm) 0.75 
M/10 Veronalnatrium (eem) 0.67 
M/10 HCl (ecm) 0.58 
Dest. Wasser (ccm) 1.25 
Ph i 7 th 
Zuwachs des Alkaliverbrauehs (cem) 1.10 0.53 0.74 
Hydrolyt. % 35 17 24 


4. Einfluss des Rohrzuckers auf die Zustandstabilitit 
der Glycinbenzoacylase bet PH 7. 


Lésung A (Hydrolyse 29%) wurde mit einem Halbvolumen 
M/10 Phosphat von Px 7 versetzt und 18 Stunden bei 37° gehalten. 
Ohne Riicksicht auf den entstandenen braunlichen Niederschlag, 
wurde 2.5cem Lésung zum Versuch gebraucht. Zuwachs des 
Alkaliverbrauchs war 0:53cem und Hydrolyse 17%. Als der 
Niederschlag abgeschleudert und 2.5 cem tiberstehende Losung zum 
Versuch gebraucht wurde, war die Hydrolyse der Hippursaure 
wieder 17%. Aber als ich vor dem Phosphatzusatz die Losung A 
(Hydrolyse 29%) mit 1/10 Gewicht Rohrzucker versetzte, rief die 
nach 18 Stunden zentrifugierte Losung 0.75 cem Zuwachs des 
Alkaliverbrauchs also 24% Hydrolyse hervor. ; 


5. Verhalten der Lésung A gegen Adsorbentien. 
Lésung A (Hydrolyse 25%) wurde mit Halbvolumen M/10 
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Phosphat von Pu 7, dann 1/10 Gewicht Kaolin oder 1/10 Volu- 
men Tonerde € versetzt, 1 Stunde geschiittelt und zentrifugiert. 
2.5ceem tiberstehende Lésung wurde zur Hippursaurespaltung 
gebraucht. Zuwachs des Alkaliverbrauchs war bei Kaolin 0.60 
ecm und bei Tonerde 0.67 cem. Hydrolyse 19% bez. 21%. 


6. Erhitzung der Losung A ber verschiedener Temperatur. 


In 10cem Lésung A (Hydrolyse 38%) wurde 1 g Rohrzucker 
gelést und 30 Minuten bei 40, 55, 60 und 65° erhitzt. 2.5cem 
wurde zur Hippursdurespaltung gebraucht. 


TABELLE ITI. 


Temperatur (C) Zuwachs ie eae Hydrolyt. % 
40 1.23 39 
55 1.11 36 
60 0.82 26 
65 0.19 19 


7. Darstellung der Losung B. 


Lésung A (Hydrolyse 48%) wurde mit 1/10 Gewicht Rohr- 
zucker und Kaolin versetzt, im Wasserbad bei 55° 30 Minuten 
erhitzt, nach Abkihlen und Zentrifugieren wurde die _ itiber- 
stehende Losung gepriift. Zuwachs des Alkaliverbrauchs war 
1.21 cem und Hydrolyse der Hippursdure 39%. 


8. Stabihtit der Lésung B (Hydrolyse 39%) ber 
verschiedenen PH. 


Der Versuch wurde wie Versuch 2 ausgefiihrt. 


TABELLE IV, 


PH 


Losung B (eem) 

M/2 Essigsiure (ccm) 

M/2 Natriumacetat (ecm) 
M/10 prim. Phosphat (cem) 
M/10 sec, Phosphat (cem) 
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~ 9% | M/2 NaOH (cem) 4.1 1.5 

<3 | M/10 NaOH (cen). 2.5 

2.2 3 | M/10 HCl (cem) 1 
SY > | Dest. Wasser (ecm) 0.9 3.5 25 5.0 BoD 


Hippur-| Hippur-| Hippur-| Hippur-| Hippur- 


Substrat * + - + = 
saure saure saure saure saure 


Zuwachs des Alkaliverbrauchs 
(eem) 0.30 0.74 0.31 


Hydrolytt. % 0 7 10 23 10 


o 
= 
to 
eo 


9. Darstellung der Lésung C, 


Rohrzuckerextrakt wurde 55° 30 Minuten erhitzt und filtriert, 
das Filtrat mit 1/10 Gewicht Kaolin wieder 55° 30 Minuten erhitzt, 
mit fliessendem Wasser abgekiihlt, dann zentrifugiert, und das 
Zentrifugat gegen 1% Kochsalzlosung dialysiert. 2.5 cem dieser 
Lésung C ergab 1.84 cem Zuwachs des Alkaliverbrauchs. Hydro- 
lyse der Hippursiure war also 59%. 


10. Darstellung der Lésung D. 


Losung C (59%) wurde mit gleichem Volumen gesittigten Am- 
moniumsulfats versetzt und in Hiswasser abgekiihlt, der ent- 
standene weissliche Niederschlag durch Zentrifugieren gesammelt 
und in 1% Kochsalzlosung gelost. Das Volumen war gleich 
der gebrauchten Lisung ©. Die klare, schwach gelbliche Lésung 
wurde mit 1% NH; gegen Lackmus neutralisiert, dann gegen 1% 
Kochsalzlésung 24 Stunden dialysiert und der dabei entstandene 
geringe Niederschlag wurde abzentrifugiert. Die iiberstehende 
Losung wurde als Losung D gebraucht. Die Wirkung der Losung 


D ist folgende. 


TABELLE V. 
Zuwachs des 
Substrat Alkaliverbrauchs Hydrolyt. % 

(cem) 
Hippursaure 1.52 48 
Benzoylglycylasparagin 0 0 
Benzoylglycylasparaginsaure 0 0 
Benzoylglyeylglycin 0 0 
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11. Wirkung der Lésung D auf verschiedene 
Acylaminosauren. 


TABELLE VI. 


Zuwachs des : a 

Substrat Alkaliverbrauchs (ccm) Hydrolyt. % 
Hippursaéure 0.51 16 
Benzoylasparagin 0 0 
Benzoyltyrosin 0 0 
Phenacetursiiure 0 0 
Phenacetylusparagin 0 0 
Phenacetyltyrosin 0 0 
Chloracetylglycin 0.31 10 
Chloracetylasparagin 1.54 44 
Chloracetyltyrosin 0.01 0 
Acetursaure 1.35 43 
Acetylasparagin 2.06 66 


12. Wirkung des dialysierten Schweinenterenautolysats 
auf verschiedene Acylaminosiuren. 


Schweinenierenbrei wurde in dem 10 fachen Volumen Wasser 
aufgeschwemmt, mit kleiner Menge Toluol und Chloroform als 
Antiseptikum versetzt und drei Tage in den Brutschrank von 37° 
gestellt, dann das Autolysat mit Essigsdaure zu PH 5.5 angesduert, 
und nach einigen Stunden wurde der entstandene Niederschlag 
abfiltriert. Das klare und schwach gelblich gefarbte Filtrat 
wurde dann drei Tage gegen dest. Wasser dialysiert und der 
dabei entstandene Niederschlag wurde abzentrifugiert. 

Die auf diese Weise hergestellte Loésung wurde mit verdiinn- 
tem NaOH gegen Lackmus neutralisiert und als Fermentlosung 
gebraucht. 


TABELLE VII. 


q Zuwachs des epee 
Substrat Alkaliverbrauchs (ccm) Hydrolyt. % 
Chloracetylgly cin 2.60 83 
Chloracetylasparagin 1.99 64 
Chloracetyltyrosin 0.14 + 
Acetylglycin 2.66 85 
Acetylasparagin 1.68 54 


Acetyltyrosin 0.10 3 
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Hippursaure, Benzoylasparagin, Benzoyltyrosin, Phenacetur- 
sdure, Phenacetylasparagin und Phenacetyltyrosin wurden gar 
nicht gespalten. 4% Hydrolyse des Chloracetyltyrosins und 3% 
Hydrolyse des Acetyltyrosins kann man auch als eine sehr 
sechwache Spaltung erwahnen. 


13. Vergleich der Hydrolysierbarkeit der Hippursiure, 
Phenacetursiure, des Phenylpropionylglycins, 
und Zinnamoylglycins. 

Die gebrauchten Fermentlésungen waren 1) der Glycerinex- 
trakt der Hiihnerleber, 2) die daraus nach Nawa (1938) her- 
gestellte Glycinphenacetoacylase. 3) der Glycerinextrakt der 
Schweineniere und 4) Glycinbenzoacylaselisung C aus dem Rohr- 
zuckerextrakt der Schweineniere. 


TABELLE VIII. 


Hihnerleber Bly eaphenayeto- Schweineniere Loésung C 
acylase 
N/5 KOH N/5 KOH | » | N/5 KOH | zs | N/5 KOH 

(ecm) To (cem) 7o (cem) 7o (ecm) To 
Hippursaure 0.09 3 0 0 1.64 51 0.96 31 
Phenacetur- 
saure 0.27 9 0.41 13 0.50 16 0.10 3 
Phenyl- 
propionyl 
glycin 0.19 6 0.16 5 2.26 72 0.70 22 
Zinnamoy!- 
glycin 0 0 0 0 0.71 23 0 0 


14. Einfluss der Elektrolyten auf die Hippursdéurespaltung 
durch Losung B. 


Die Versuchsanordnung war folgende: 


Versuchslésung :— 
Fermentlosung 5.0 eem 
M/2 Hippursdure Oks 
M/10 Phosphatpuffer ees 


Elektrolyte 105-4 
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Kontrolllosung :— 
Fermentlosung 5.0 ecm 
Dest. Wasser Ome 
M/10 Phosphatpufter Dees 
Elektrolyte PO 


Konzentration der Elektrolyte war 1M, nur bei Natriumpyro- 
phosphat war M/10. Da das gesamte Volumen 11 ccm betrug, 
wurde die Priifung der Glycinbenzoacylasewirkung der Losung B 
auch in folgender Weise ausgefiihrt. 


Fermentlosung 5.0 eem 
M/2 Hippursaure ZO 
M/10 Phosphatpuffer Pio 
Wasser Oey 


Alkoholische Titration wurde an 5ecm Losung sofort und 
nach 18 Stunden ausgefiihrt. 2.84 eem Alkaliverbrauch entspricht 
100% Hydrolyse. Unter dieser Bedingung iibte die gebrauchte 
Losung B 34-36% Hippursaurehydrolyse aus. 


TABELLE IX. 


Elektrolyte Ran ren enann Hydrolyt. % 
ohne EHlektrolyte I 0.96 34 
Ferrosulfat 0 0 
Kaliumeyanid 0 0 
Natriumsulfat 0.86 30 
Natriumzitrat 0.65 23 
Magnesiumsulfat 0.80 28 
Natriumfiluorid 0.86 30 
Natriumbromid 1.01 35 
Natriumjodid 1.94 68 
Kaliumrhodanid 1.20 42 
Natriumpyrophosphoricum 1.42 50 
ohne Elektrolyte IT 1.03 36 


Lésung B enthielt Pyrophosphatase und das zugesetzte Pyro- 
phosphat wurde in 18 Stunden gegen 20% hydrolysiert. Dass 
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diese Pyrophosphatspaltung aber titrimetrisch nach Willstiitter 
nicht fassbar ist, konnte damit bewiesen werden, dass die in 
gleicher Weise aber ohne Hippursaurezusatz angestellte Versuchs- 
losung nach der Analyse mittels der kolorimetrischen anorgani- 
schen P-Bestimmung dieselbe Pyrophosphathydrolyse, titrimetrisch 
aber keinen Alkaliverbrauch zeigte. 


15. Ph-Optimum der Lésung B beim Zusatz des Jodids, 
Rhodanids und Pyrophosphats. 


Zusammensetzung der Versuchslisung war dieselbe wie bei 
vorigem Versuch 14. Die Liésung B iibte, wie bei vorigem Ver- 
such, 835% Hydrolyse aus. 


TAEBEBLLE X, 


1M Natriumjodid 1M Kaliumrhodanid Mt Nate: 
Pyrophosphat 


PH | N/5 KOH (eem) | % | N/5 KOH (ecm) | % | N/S5 KOH (cem) | % 


6 0.94 3 0.37 13 sei 39 
if 1.84 65 LD 42 1.33 47 
8 1.86 66 1.21 43 OT 38 
9 1.72 60 1.15 41 0.87 31 


16. Einfluss der Elektrolyte auf die Wirkung der Lésung C. 


Der Versuch wurde in gleicher Weise wie bei Versuch 14, aber 
mit Veronalpuffer yon Pu 7 statt Phosphatpuffer, ausgefiihrt. 


TABELLE XI, 


: : Zuwachs des eee fp 
Hlektrolyte Alkaliverbrauchs (ecm) Hydrolyt. % 
Ohne Elektrolyte 145) 44 
Ferrosulfat 0 0 
Natriumsulfat 1.30 46 
Natriumzitrat 0.99 34 
Magnesiumsulfat 0.53 19 
Natriumfluorid 1.25 44 
Natriumbromid 1.15 41 
Natriumjodid TT 62 
Kaliumrhodanid 1.74 61 
Natriumpyrophosphoricum 1.56 55 
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ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Glycinbenzoacylase der Schweineniere wurde gereinigt 
und eine haltbare, wissrige Losung konnte hergestellt werden. 

2. Die Lésung ist klar und bildet keinen Niederschlag 
waihrend der Hippursaurespaltung. 

3. Glycinbenzoacylase wird durch Jodid aktiviert. 

4. Dieses Ferment spaltet die Phenacetursdure nicht, wah- 
rend die nach Nawa (1938) aus Hiihnerleber bereitete Glycin- 
phenaceto-acylase wohl die Phenacetursaéure spaltet, aber die 
Hippursaure nicht. 

5. Glycinbenzoacylase spaltet auch Acetyl-und Chlorace- 
tylderivate des Giycins und Asparagins. Dialysiertes Schweine- 
nierenautolysat spaltet andererseits diese 4 Acylaminosauren, aber 
die Hippursdure nicht. Die Hippursaurespaltung wird einem 
spezifischen Ferment, der Glycinbenzoacylase, zugeschrieben. 

6. Glycinbenzoacylase und Glycinphenacetoacylase spalten, 
soweit wir sie gereinigt haben, noch das Phenylpropionylglycin, 
aber das Zinnamoylglycin nicht. 
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BEITRAGE ZUR KENNTNIS DER FISCHGALLE. 


Uber das Vorkommen von Cholsdure und einer Gallensdure 
von der Formel C.;H4,0.¢ od. CogH4s0¢ 
in der Haifischgalle. 


VON 


KOZO OHTA. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Med. Fakultdt Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 22. August 1938) 


Um den Bildungsmechanismus der Gallensiure im Orga- 
nismus und den Zusammenhang zwischen Nahrungsbestandteilen 
und Gallensiuren festzustellen, wurde die Galle verschiedener 
Fischarten im hiesigen Institut untersucht. Es ist dabei bekannt 
geworden, dass in der Galle der meisten Knochenfische Cholsaure 
und Chenodesoxycholséure mit Taurin gekuppelt vorkommen. 
Die Galle der Knorpelfische, die entwicklungsgeschichtlich zu einer 
der altesten Wirbeltierklassen gehoren, wurde aber bis heute noch 
wenig untersucht; es wurde bisher nur von Hammarsten (1898) 
u. Windaus u. a. (1930) die Galle des Haifisches und von 
Ashikari (1939) die des ‘‘Akaei’’-Fisches zum Gegenstand dies- 
beziiglicher Untersuchungen gemacht. 

Die Haifischgalle (1898) besteht aus a- und $-Scymnol- 
schwefelséure und das a-Seymnol wurde schliesslich von Win- 
daus (1930), Tschesche (1931) u. Ashikari (1939) als 3.7.12- 
Trioxy-24.25-oxydpseudocholestan erwiesen. In der Haifischgalle 
wurde damals ausser dieser keine andere Gallensdure getroffen. 
Deshalb habe ich die Galle von Haifischen aus dem Meer westlich 
von Chosen (Korea) und aus der Siidsee genau untersucht. 

Es ergab sich dabei, dass die Haifischgalle der Chosen-see aus 
a-Seymnol und Cholsiure und die aus der Siidsee aus a-Scymnol 
und einer noch unbekannten kohlenstoffreicheren Gallensdaure von 
der Forme] Co7H4eQO¢ oder CosH4g0¢ von Fp 252-255° und von [a]p 
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— —30,58° besteht. Diese Saiure ist gegen Brom gesittigt, zeigte 
aber keine Hammarstensche Reaktion. 

Zur weiteren Uutersuchung der Siure ist die Menge der Galle 
leider nicht ausreichend gewesen. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
I. Haifischgalle aus der westlichen Chosen-see. 


Ungefihr 600 cem muzinfreie Haifischgalle wurden zuerst mit 
Ather geschiittelt, um das Gallenfett zu entfernen, und dann in 
iiblicher Weise mit Kalilauge gut verseift. Die dabei ab- 
geschiedene dickélige Masse wurde von der Mutterlauge abdekan- 
tiert und mit warmem Wasser tunlichst bis zur Harzkonsistenz 
angeruhrt. 

Die hierbei im warmen Wasser ungelist gebliebene Fraktion 
wurde als Seymnolfraktion, die geléste als Cholsdéurefraktion ge- 
trennt verarbeitet. 


1. Cholesterin. 


Der atherische Auszug wurde bis zur Trockenheit verdunsten 
gelassen, und nach zweistiindiger Verseifung mit alkoholischer 
Kalilauge unter Verdiinnung mit Wasser ausgeathert. Die atheri- 
sche Losung wurde abgedampft und aus Alkohol umkrystallisiert. 
Durchsichtige Tafeln vom Schmelzpunkt 145°. Keine Schmelz- 
punktdepression mit reinem Cholesterin. 


2. a-Seymnol. 


Die Scymnolfraktion wurde nach der Behandlung mit war- 
mem Wasser gut getrocknet und dann mit warmem Essigester 
digeriert, wobei sie sich in krystallinisches Pulver verwandelt. 
Das so erhaltene Pulver wurde unter Zusatz einer kleinen Menge 
Methanol in Essigester gelést und auf dem Wasserbad eingeengt. 
Dabei schieden sich prismatische Nadeln aus. Diese Behandlung 
wurde noch einige Male wiederholt. Ausbeute ea. 2 g. Das vollig 
reine Seymnol schmilzt bei 193°. 


Bei Hammarsten-Yamasakischer Reaktion farbt es sich 
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prachtvoli blauviolett. 


Spezifische Drehung: 0,0292 g¢ Subst. in 5cem abs. Alkohol, 
1=1 dm, a= +0,22°, [a] 18° = + 37,67°. 
3,645 mg Subst.: 9,550mg CO2, 3,365mg H.O. 
fiir C.,H4,0; Ber. C 71,94 H 10,30 

Gef. » 71,46 » 10,33. 


38. Cholséure. 


Die wasserige Cholsiurefraktion wurde unter Ansduerung mit 
verdiinnter Salzsiure erschépfend ausgeiithert, der Atherextrakt 
in Sodalésung aufgenommen und mit verdiinnter Salzsdure aus- 
gefallt. Diese Fallung wurde nach dem Trocknen durch Di- 
gerieren mit Petrolather von Fettsdéuren befreit und dann in Al- 
kohol mit Tierkohle entfarbt. 

Die sich beim Hinengen der Alkohollésung abgeschiedenen 
Krystalle wurden aus Essigester oder Alkohol mehrma!s umkrys- 
tallisiert. 

Tetraeder vom Schmelzpunkt 197°. Ausbeute ca. 0,1 g. 

Die Saure schmeckt bittersiiss und zeigt eine prachtvolle 
Pettenkofersche, Myliussche und Hammarstensche Reak- 
tion. Bei der Mischprobe mit reiner Cholsdure zeigte sie keine 
Schmelzpunktdepression. 


Spezifische Drehung: 0,05 g Subst. in 5¢em abs. Alkohol, 
1=1dm, a= +0,38° [a] p= +38,00° 
5,310 mg Subst.: 13,783 mg COs, 4,726mg H.O. 
fiir CosH,,0, Ber. C— 70,538 H 9,87 
Gef. Cr ASG) 2 9.96. ° 


Der mittelst atherischer Diazomethanlosung hergestellte 
Methylester der Saéure krystallisiert in Nadeln. Er schmilzt bei 
152° und zeigt mit reinem Cholséuremethylester keine Schmelz- 
punktdepression. 


II. Haifischgalle aus der Siidsce. 


Aus ungefahr 1,9 Liter muzinfreier Galle (alkalisch, von spez. 
Gew. 1,042) wurde unter Verseifung mit Kalilauge wie vorher eine 
dickolige Masse erhalten, die ebenfalls in ungeléste und geliste 
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Fraktionen geteilt und in der genau gleichen Weise behandelt. 


1. a-Scymnol 


Das aus der ungelésten Fraktion gewonnene rohe Scymnol 
betrug ca. 34g. Es wurde Essigester-Methanol.mehrmals umkrys- 
tallisiert. Prismen vom Schmelzpunkt 193°. Es zeigte eine 
prachtvolle Hammarstensche Reaktion. 


3,530mg Subst.: 9,250mg COz, 3,190mg H,0. 
Him (Ca, El agOr Ber. C 71,94 jak AOS 
Gef. 2 May ry a@palale 


2. Cholsiurefraktion 


Die geloste Fraktion wurde mit verdiinnter Salzsaure aus- 
gefallt. Die Hallung wurde in Alkohol mit Petrolather ge- 
schiittelt, um sie von Fettsduren und Cholesterin zu befreien. 
Die so behandelte alkoholische Loésung wurde von Petrolather und 
Alkohol unter Zusatz von Ammoniak auf dem Wasserbad befreit 
und dann mit einer 10%igen Bariumchloridlésung versetzt, wobei 
eine geringe Menge von Bariumfallung gewonnen wurde. Das 
ammoniakalische Filtrat wurde mit verdiinnter Salzsiure aus- 
vefallt, die dabei in geringer Menge abgeschiedene Fallung gut 
getrocknet und aus Essigester bezw. Alkohol umkrystallisiert. 

Dabei wurde ein prismatischer Nadelkrystall erhalten, der bei 
252-255° schmolz. Die Ausbeute betrug nur 0,03g. Der Krys- 
tall addiert nicht Brom und zeigte wohl Pettenkofersche, 
aber weder Hammarstensche noch Myliussche Reaktion. Mit 
Essigsdureanhydrid und konz. Schwefelsdure farbt sich die Sadure 
anfangs gelb, bald darauf aber kirschrot. 

Die oben erhaltene Bariumfillung wurde iiber Natriumsalz 
mit Salzsdure zerlegt. Die dabei erhaltene Fallung wurde gut 
getrocknet und aus Hexan unter Zusatz einer kleinen Menge Es- 
sigester umkrystallisiert. Tetraeder oder Oktaeder. Die <Aus- 
beute betrug ca. 0,6 g. Die Krystalle wurden wieder aus Aceton- 
Wasser umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzpunkt 252- 255°. 

Diese Siure ist in Alkohol leicht, in Ather, Hisessig und 
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Kalilauge schwer und in Petrolather gar nicht lislich. 


Spezifische Drehung: 0,0278g¢ Subst. in 5cem abs. Alkohol, 


1=1dm, a=—0,17°, [a]?3° = — 30,58°. 


3,510, 3,350mg Subst.: 9,060, 8,610mg COs, 3,080, 2,860 mg H.O. 
fiir Co7HigOg Ber. C 69,47 HH 9,94 


Co3HsO¢ 22 » 69,94 » 10,07 
Get =» 7040. |» 9,82 
” ” 70,09 ” 9,55. 


Der mit atherischer Diazomethanlisung hergestellte Methyles- 
ter der Sdure krystallisiert aus Methanol in Nadeln und aus Ather 
in Spindeln vom Fp 94—-96° (sintern bei 88°). 


2,505 mg Subst.: 6,400mg COs, 2,235mg H.O. 
fiir C.,H.,0. Ber. C 69,94 H 10,07 
CopH, 506 ” » 70,39 » 10,19 
Gef. » 69,68 » 9,98, 


Die mit Chromsdure oxydierte Ketoséiure krystallisiert in 
Prismen vom Schmelzpunkt 175°. Leider ist das Material zur 
weiteren, genaueren Untersuchung nicht ausreichend gewesen. 
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STUDIES ON NUCLEINDEAMINASES. 


II. Deaminases of Ribo-adenylie acids. 
By. 


YOSIO WAKABAYASI. 


(From the Department of Biochemistry, Niigata Medical College. 
Director: Prof. N. Ariyama.) 


(Received for publication, Sept. 3, 1938) 


Although deaminase of muscle adenylic acid has been 
thoroughly studied by Embden and his co-workers (1928), 
Schmidt (1928) and others, the presence of the enzyme of yeast 
adenylic acid has continued to be a matter of discussion. Accord- 
ing to current assumptions, the enzymatic deamination of yeast 
adenylic acid does not take place, the occasional production of 
ammonia from the nucleotide by the extracts of animal tissues 
being interpreted as the result of the action of adenosine-deaminase 
on adenosine which has been formed from the nucleotide by 
nucleophosphatase. So far, however, in the absence of direct ex- 
perimental evidence that ammonia is liberated solely from the 
nucleoside and never from the nucleotide, the view is of necessity 
largely assumptive. No means has ever been devised to settle the 
perplexity over the dual origin of ammonia. 

Nevertheless, the use of a technique based on the following 
principle offers a way out of the ambiguity mentioned above. 
Since the liberation of phosphoric acid from yeast adenylic acid 
means principally the production of adenosine, one can calculate 
the maximum amount of ammonia which will be formed by the 
complete deamination of adenosine thus estimated from the de- 
phosphorylation of.the nucleotide. Now, if the quantity of ammonia 
which is actually found, exceeds the value calculated in the way 
mentioned above, a part of the ammonia should come from adenylic 
acid. (Free adenine is not deaminized at all under experimental 
conditions.) This method is not well adapted to follow the de- 
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amination process of adenylic acid with quantitative precision, yet 
it suffices to show the presence of the deaminase of the nucleotide. 
By means of this method the writer found the enzyme to be 
distributed widely in animal tissues. Going a step further, he 
was able to obtain deaminase preparations free from phosphatase 
or nucleosidase. With the use of such purified enzyme preparations 
he studied the properties of the deaminase of yeast adenylic acid. 

The same obscurity as in the case of yeast adenylic acid is 
attached to the deamination of muscle adenylic acid. As pointed 
out by Ostern and Mann (1933), the production of ammonia 
from muscle adenylic acid by animal tissues other than skeletal 
muscle may not be always due to the deamination of the nucleo- 
tide alone, but adenosine may also be the source of the ammonia. 
Following the line of procedure mentioned above, the writer studied 
the distribution of the deaminase of muscle adenylic acid in animal 
tissues in a more exact way than had ever been tried. This enzyme 
was also found to be extensively present in animal tissues. 


EXPERIMENTAL. 


The crude enzyme solutions were prepared by extracting 
hashed animal tissues with three times their weight of water for 
30 minutes at room temperature and filtering through several layers 
of gauze. Yeast and muscle adenylic acids were prepared from 
yeast nucleic acid and rabbit muscle by the methods of Jones and 
Perkins (1924-25), and of Embden and Zimmermann (1927) 
respectively.. Inorganic phosphoric acid- was determined by the 
photometric method of Teorell (1931), and ammonia by the 
Parnas method (1924, 1926). 


I. Existence of yeast adenylic acid-deaminase in 
animal tissues. 


The existence of the enzyme in tissues of rabbit, cat, and pig 
was studied. For this purpose 10 ce. of the tissue extracts were 
mixed with 10 cc. of 0.5% yeast adenylic acid solution (50.0 mg.), 


and the mixture was incubated at 37°C after the addition of 0.8 ce. 
of toluene. Hydrogen-ion concentration of the extracts and of the 
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substrate solution was adjusted to pH 7.2 before mixing them. 
After incubating for 4 to 10 hours, the mixtures were deproteinized 
with an equal volume of 10% trichloroacetic acid solution and the 
filtrates were subjected to the examination of inorganic phosphoric 
acid and ammonia. In control experiments the addition of the 
substrate was omitted. The results are summarized in Table I. 
Rabbit spleen was found to be the best source of the enzyme; it 
was especially rich in the deaminase while the phosphatase content 
was low. The presence of the deaminase was also noticed in liver 
and kidney tissues of rabbit and cat. The activity of the deaminase 
Was insignificant in muscle, brain and blood corpuscles. In in- 
testinal mucosa the presence of the deaminase was always obscured 
by the high activity of phosphatase. This was also the case in 
pig kidney. However, when suitable quantities of fluoride (1/50 M 
or more). was added to the extracts of intestinal mucosa, the activity 
of phosphatase was inhibited more profoundly than that of the 
deaminase, and an indication was obtained of the presence of the 
deaminase (Table II). The yeast adenylic acid-deaminase was 
not found definitely in pig tissues which were used within one 
hour after the death of the animal. 

In view of the higher velocity of the deamination of the 
nucleoside than that of the nucleotide, the presence of the nuclotide- 
deaminase in a tissue may be much obscured, if the tissue is rich 
in phosphatase and adenosine-deaminase. Comparing the activity 
of phosphatase shown in Table I with that of adenosine-deaminase 
shown in Table III, tissues can be divided into several groups: 
1) tissues in which both adenosine-deaminase and phosphatase are 
highly active... kidney, 2) tissues in which deaminase is far more 
active than phosphatase . . . spleen, 3) tissues in which phosphatase 
is far more active than deaminase . . . intestinal mucosa, 4) tissues 
in which the activities of both enzymes are rather low . . . muscle, 
liver. 

Buell (1929, 1929-30) seems to be the only investigator who 
claimed the possibility of the direct deamination of yeast adenylic 
acid by tissue extracts. The experimental basis of Buell’s con- 
clusion is as follows. Hypoxanthine was isolated among the acid 
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hydrolysis products of yeast adenylic acid which had been incubated 
with muscle extracts of various animals for several days on one 
hand, while inorganic phosphoric acid was not liberated from the 
nucleotide on the other hand. However, the present writer found 
that the production of ammonia from yeast adenylic acid was 
very low in muscle tissues. It is thus clear that muscle is not an 
adequate tissue for the examination of the presence of yeast 
adenylic acid-deaminase. There is good ground for the assumption 
that hypoxanthine might have come, for the most part, from 
adenosine in Buell’s experiments, as phosphatase (Table I) and 
adenosine-deaminase (Table III) were Pan in muscle tissues 
though in small quantities. 


TasueE III. 


Distribution of Adenosine-Deaminase in Rabbit Tissues. 
4 cc. of adenosine solution (8.8 mg.) +3 ce. of tissue extracts +0.1 cc. of toluene. 
Control experiment: 4cec. of water instead of the substrate solution. 
Incubation: 37°C, 2% hrs. 


Production of ammonia 
Tissue Control Main Ammonia D ats 
exper. exper. produced Tice, ee 
(N, mg.) (N, mg.) (N, mg.) 2 

Spleen 0.11 0.54 0.43 93.3 
Kidney 0.10 0.55 0.45 97.6 
Liver 0.06 0.21 0.15 32.6 
Muscle 0.19 0.32 0.13 28.2 
Intestinal 

mucosa 0.02 0.16 0.14 30.4 


Ostern and Mann (le¢.) showed that the production of 
ammonia from yeast adenylic acid by heart muscle was very much 
inhibited by phosphate which is a strong inhibitor of phosphatase. 
This observation led them to the assumption that the deamination 
might not take place at the stage of the intact nucleotide but only 
after its conversion into adenosine. Mann (1933) noticed a 
similar inhibitory effect of phosphate on the deamination of muscle 
adenylic acid by muscle extract. He interpreted this phenomenon 
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as the result of the synthesis of adenosine-triphosphorie acid which 
is deaminized with great difficulty. However, the mechanism of 
the phosphate inhibition seems to be, at least in part, of simpler 
nature. The present writer found that the phosphate exerted 
direct inhibitory effect on the deamination of yeast adenylic acid 
by liver extract in which the action of phosphatase was completely 
depressed by the addition of fluoride (Table IV). 


TABLE IV. 


Inhibitory Effect of Phosphate on Yeast Adenylic Acid-Deaminase. 
Experiment I: 3cce. of adenylic acid solution (27 mg.) +5ce. of extract of 
rabbit liver +2 ec. of water containing 3 mg. of sodium fluoride 
(1/140 M) +0.15 ec. of toluene. pH 7.5. 
ExperimentII: 2ce. of water in Exper. I. were replaced by 2cc. of 4M 
phosphate buffer solution (pH 7.5) containing 3 mg. of NaF. 
Control experiments: without the substrate. : 


Incubation: 87° GC. 6 hrs, 
Production of inorg. P Production of ammonia 

= S ne CS eee < 
So Bim SiEcas om SH Bou of AS & en 
Experiment Bee q At pig gee SBF 2.55 AS 
5 oT aA ES 5 04 oF Bee a 

: Qa 
i 1.05 1.05 0 0.42 0.61 0.19 17.4 
II — — _— 0.42 0.51 0.09 8.3 


The presence of adenine-deaminase was never noticed in the 
present experiments. Press juices and extracts of tissues of various 
animals did not produce ammonia from adenine which was used 
in the form of a colloidal solution. 


II. Purification of yeast adenylic acid-deaminase. 


After demonstrating the presence of yeast adenylic acid- 
deaminase in animal tissues, further investigation was directed 
toward the separation of the deaminase from accompanying 
adenosine-deaminase and phosphatase. If the adenylic acid- 
deaminase is freed either from adenosine-deaminase or from 
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phosphatase, the presence of the first mentioned enzyme will be 
convincingly established, since adenosine-deaminase or phosphatase 
alone can not produce ammonia from the nucleotide unless the one 
is accompanied by the other. The preparations of aluminium 
hydroxide (A, B and C,) were not available for the separation of 
the enzymes; adenylic acid-deaminase was adsorbed in greatest 
quantity among the enzymes, and the enzyme was kept by the 
adsorbents so firmly fixed that its elution was impossible by any 
means. Iron hydroxide and acid clay were also found to be useless. 
The purpose of the experiment was accomplished with the use of 
Lloyd’s reagent. The enzyme solution treated by this reagent 
did not show the action of phosphatase under suitable conditions, 
while 70% or more of adenylic acid-deaminase remained in the 
solution. Adenosine-deaminase was least adsorbed among the 
enzymes. Thus in the absence of phosphatase, the enzyme solution, 
though it is still contaminated with adenosine-deaminase, can be 
regarded as a preparation which produces ammonia only from 
the nucleotide. The adsorption of the enzyme with Lloyd’s 
reagent took place more strongly at a lower pH, but it was more 
advantageous to carry out the adsorption at neutral or slightly 
alkaline reactions, as phosphatase was removed completely even at 
these reactions whilst a greater quantity of adenylic acid-deaminase 
was left in solution at a higher pH. The evidence mentioned above 
is revealed in Table V in which the results of the following experi- 
ments are listed. Ten ce. of the extracts of rabbit liver were shaken 
with 500mg. of Lloyd’s reagent for 15 minutes at various 
hydrogen-ion concentrations, and filtered. Five ec. of the filtrates 
were mixed with 5 cc. of the solution of yeast adenylic acid (20 mg.) 
or of adenosine (10mg.), the pH values of the mixtures were 
adjusted to 7.2 or 6.5 and incubated for 12 or 5 hours respectively 
at 37°C in the presence of 0.2 ce. of toluene. Control experiments 
were always performed without adding the substrates. Rabbit 
spleen was found to be inadequate for the purification of the 
enzyme ; adenylic acid-deaminase was adsorbed far more intensively 
than in the case of liver. 

The separation’ of adenylic acid-deaminase from phosphatase 
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was achieved in a very simple way by adding a suitable quantity 
of fluoride to the enzyme system. The activity of both enzymes 
was inhibited by fluoride, but fluoride exerted a more profuond 
effect on phosphatase than on the other. An example of the experi- 
ments is presented in Table VI. In this experiment yeast adenylic 
acid (15.9 mg. in 5 ce.) was incubated with 5 ce. of liver extract for 
5 hours at pH 7.2 and 37°C in the presence of 0.2 ce. of toluene 
and of sodium fluoride. 0.003 M fluoride was effective enough to 
arrest the whole activity of phosphatase while deaminase retained 
40% of its activity. 

The enzyme solution which contained yeast adenylic acid- 
deaminase and phosphatase but not adenosine-deaminase, was pre- 
pared by the Schmidt method (l.c.) of extracting tissues with 2% 
sodium bicarbonate solution. The activity of adenylic acid-— 
deaminase and especially of phosphatase was higher in this pre- 
paration than in the aqueous extract. Thus the presence of yeast 
adenylic acid-deaminase was also pointed out with the use of this 
enzyme preparation. 

The influence of pH on the reaction velocity of adenylic acid- 
deaminase was studied. The results of experiments which were 
carried out with the use of the enzyme preparations treated with 
Lloyd’s reagent are given in Table VII. The optimum hydrogen- 
ion concentration lay at pH 9. The same pH-value was obtained 
with the use of the enzyme preparations to which fluoride was 
added. (Muscle adenylic acid-deaminase has its pH optimum at 
5.7-6.15). It will be noticed in the tables that the complete 
inactivation of phosphatase was in reality never performed by 
adsorption with Lloyd’s reagent (or by addition of fluoride), but 
the enzyme was unable to manifest its activity at unfavorable 
hydrogen-ion concentrations which covered the pH-range between 
7-9. On either side of this range the activity of phosphatase rose 
rapidly with the concomitant increase of the production of adeno- 
sine. The adenosine thus formed may suffer quick deamination by 
the corresponding deaminase which is highly active in the liver 
extract. The production of larger quantities of ammonia at lower 
or higher pH-ranges than that mentioned above can be understood 
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TABLE VII. 


Optimum Hydrogen-Ion Concentration for Yeast Adenylic Acid-Deaminase. 
A. Experiments with enzyme solution treated by Lloyd's reagent. 
Previous treatment: 10ce. of extract of rabbit liver+550mg. of Lloyd's 

reagent, shaken for 15 minutes at pH 6.5, filtered. 
Main experiments: dec. of adenylic acid solution (20mg.)+5c¢e, of the 
enzyme solution+0.2 ce. of toluene, incubated at vary- 
ing pH for 7 hrs. at 37°C. 
Control experiments: 5 cc. of water instead of the substrate solution. 


Production of inorg. P Production of ammonia 
pH in 
main /|Control} Main ie Hydro-| Control | Main |Ammonia|Deami- 
exper. | exper. | exper. | produced| lysis | exper. | exper. | produced] nation 
(mg.) | (mg.) | (mg.) | (9%) |(N, mg.)|(N, mg.)| (N, mg.) | (%) 
4.5 0.27 OWE! 0.44 24.6 0.13 0.34 0.21 26.0 
5.0 0.30 0.59 0.29 16.2 0.13 0.31 0.18 22.3 
6.0 0.33 0.48 0.15 8.4 0.13 0.27 0.14 17.4 
7.0 0.38 0.40 se aS 0.13 0.23 0.10 12.4 
8.0 0.39 0.40 eae ek 0.13 0,22 0.11 13.6 
9.0 0.41 0.43 == ets 0.13 0.25 0.12 14.9 
9.5 0.44 0.60 0.16 9.0 0.13 0.27 0.14 17.4 
Original 
enzyme 0.60 0.75 0.15 8.4 0.16 0.30 0.14 17.4 
(pH 7.2) 
Original 
enzyme 0.62 0.78 0.16 9.0 0.15 0.34 0.19 23.6 
(pH 9.0) 


TABLE VII. 


B. Experiments with enzyme solution added with fluoride. 
5 cc. of adenylic acid solution (20 mg.) +5 ce. of liver extract +5 mg. of sodium 
fluoride (1/85 M) + 0.2 ce. of toluene, incubated for 13 hrs. at varying 
pH and 37°C. 
Control experiments: 5 cc. of water instead of the substrate solution. 


Production of inorg. P Production of ammonia 


pH Control} Main 12 Hydro-| Control| Main |Ammonia|Deami- 
exper. | exper. | produced} lysis | exper. | exper. | produced] nation 
(mg.) | (mg.) | (mg.) | (%) |CN, mg.)|(N, mg.)| CN, mg.)| (%) 


6.0 0.56 0.60 0.04 2.2 0.12 0.19 0.07 8.7 
7.0 0.62 0.62 0 0 0.12 0.22 0.10 12.4 
8.0 0.67 0.67 0 0 0.12 0.23 Ost 13.6 
9.0 0.74 0.75 ae ate 0.12 0.25 0.18 V6 
9.5 0.79 0.90 0.11 5.9 0.12 0.24 0.12 14.9 
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on this ground. It was fortunate that the pH-optimum of adenylic 
acid-deaminase happened to lie at a hydrogen-ion concentration 
where the activity of phosphatase was scarcely noticeable. 

That the equation for the monomolecular reaction was applica- 
ble to the case of adenylic acid-deaminase was demonstrated by the 
constancy of K (Table VIII). 


TABLE VIII. 
Reaction Velocity of Yeast Adenylic Acid-Deaminase. 
5 ee. of adenylic acid solution (30 mg.) +10 ce. of extract of rabbit liver+5.3 
mg. of sodium fluoride (1/120 M) +0.2 ce. of toluene. pH 7.8, 37°C. 
Control experiments: 5 ce. of water instead of the substrate solution. 


Production of ammonia 
Time of | Production K x 10° 
reaction of Control Main |Ammonia| Deami- (K= af ee 
(hr. ) inorg. P exper. exper. |produced| nation |\>~  ¢ ns) 
(N, mg.) | (N, mg.) | (N,mg.)| (%) 
1 0 0.319 0.375 0.056 4.63 4.741 
2 0 0.361 0.473 0.112 9.76 4.858 
3 0 0.368 0.535 0.167 13.80 4,942 
4 0 0.375 0.595 0.220 18.10 4.992 
5 0 0.392 0.658 0.266 21.98 4.964 


III. The distribution of muscle adenylic acid-deaminase 
mm animal tissues. 


The presence of muscle adenylice .acid-deaminase in animal 
tissues other than muscle has been recorded in literature. How- 
ever, in most of these investigations no special attention has been 
paid to the production of adenosine from the nucleotide and 
to the subsequent deamination of the nucleoside. Taking this 
point into consideration, the present writer subjected the tissues 
of rabbit and cat to serial examinations for the presence of the 
enzyme. The results are shown in Table IX. The enzyme was 
present, so far as examined, in all tissues, though the activity was 
far lower than in muscle tissues. 
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SUMMARY. 


1. Evidence has been submitted to show the presence of yeast 
adenylic acid-deaminase in animal tissues. The enzyme solutions 
were always accompanied by adenosine-deaminase and nucleotide- 
phosphatase which introduce ambiguity into the problem by 
producing ammonia from adenosine. However, phosphatase was 
eliminated from the enzyme solutions by treatment with Lloyd’s 
reagent or by the addition of fluoride on the one hand, and 
enzyme solutions free from adenosine-deaminase were prepared 
by extracting tissues with 2% bicarbonate solution, on the other 
hand. With the use of the enzyme samples thus prepared, the 
presence of yeast adenylic acid-deaminase in animal tissues was 
definitely demonstrated. The optimum hydrogen-ion concentration 
for yeast adenylic acid-deaminase was pH 9. 

2. Adenine-deaminase was never found in animal tissues. 

3. The distribution of muscle adenylic acid-deaminase in 
animal tissues was studied. The enzyme was found to be present 
in every tissue so far examined. 

The expense of this investigation was defrayed by a grant 
from the Imperial Academy. 
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It is a well known fact that an animal, which continues to 
maintain its activity, must obtain certain foodstuffs from its en- 
vironment. The food it eats, after digestion and absorption in the 
alimentary canal, partly furnishes the materials for building up 
the body of the animal and partly acts as a source of chemical 
energy. In the higher animals, the digestive process commences 
with the action of the saliva and is continued, during the passage 
of the food through the greater part of the alimentary canal, by 
the action of the gastric, pancreatic and intestinal juices, but in 
the lower animals the process is conducted in simpler organs, some- 
times in a single sac-like cavity, the most primitive form of the 
intestine. We find it in Coelomata as an ‘entric cavity’ and in 
Coelentera under the name of ‘Coelom Enteron.’ The digestive 
organs of other animals are, however, more and more differentiated 
in accordance with the advancement of the animal class and in the 
Vertebrata the differentiation becomes very remarkable. As diges- 
tive organs of the Mammalia we find not merely the intestines, but 
also many other strongly differentiated organs, as mentioned above. 
But these organs are not always similarly formed. Great differ- 
ences, depending mainly on the nature of the food, are found in 
the structure and function of the digestive organs, especially of the 
large intestine, between carnivora and herbivora. From this point 
of view, studies of the intestinés of Mammalia have been under- 
taken by many investigators. Such highly differentiated intestines 
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have been regarded as absorbing organs for a long time, because 
the absorption of water, saline fluids and other soluble substances 
are greatly facilitated by the presence of the villi of the small 
intestine and by means of which the absorbing surface of the 
intestine is largely increased. But the other important function 
of the intestines in carnivora and in civilized man would seem 
to be as a secretory organ, since Brunner’s glands and 
Liberkiihn’s follicles play an important part in the secretion of 
the intestinal juices. And a great many statements have been 
made with regard to the factors determining secretion and absorp- 
tion in the intestines. (Mendel 1896, Ikeda 1934, Nasset, 
Pierce and Murlin 1935, Edwin 1935, Mann and Bollmann 
1930, Reinhold and Wilson 1934, Babkin 1928, ete.). More- 
over, it has been already proved by many investigators that the 
intestinal mucous membrane contains a number of enzymes, such 
as erepsin (Cohnheim 1901, Salaskin 1902, Nakayama 1904), 
arginase (Kossel and Dakin 1904), enterokinase (Cohnheim 
1901, Waldschmidt 1924), nuclease (Araki 1903, Abder- 
halden 1906), lipase (Boldireff 1904, Jausen 1910), carbo- 
hydrase (Hamburger 1895, Reid 1901), which are necessary to 
complete the processes of digestion begun in the stomach and 
duodenum. 

Besides, the intestines of Mammals have many other important 
functions. It was shown by Popielski and Wertheimer(1901) 
that the injection of acid into a loop of the small intestine was 
followed by secretions of juice even after section of both vagi and 
destruction of the sympathetic ganglia. On repeating these experi- 
ments Bayliss and Starling (1902) found that a secretion of 
juice was produced even when the acid was introduced into a 
loop of the small intestine entirely freed from any possible nervous 
connections with the rest of the body. They found thereby that 
the injection of acid into the portal vein was without effect on the 
pancreas, but on boiling some serapings of the intestinal mucous 
membrane with dilute hydrochloric acid, neutralysing and filtering, 
and injecting the filtrate, a copious flow of pancreatic juice was 
produced. They called this chemical messenger, or hormone, from 
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the intestine to the pancreas “secretin.” The report of their ex- 
periments stimulated many investigators at that time and there- 
after. And ever since there have been a number of studies under- 
taken and published regarding the endocrinological function of 
intestines. 

In Japan, Mikami (1934) injected the cell-constituents of 
the intestinal mucous membrane into the animal body, in order to 
observe the alterations of the intestinal secretion under their in- 
fluence, and ascribed the alterations which occurred to the action 
of the ‘autohormone,’ which is so called by Miyagawa. In 1927 
Ochi extracted the gastric and duodenal mucosa with 0.4% hydro- 
chlorie acid, and giving the extract the name ‘M.D. Hormone,’ 
observed its effects upon the various organs. It was reported 
by Okada (1934) that when amino-acids, for instance, glycocoll, 
alanine, glutamic acid, or histidine, are introduced per os or 
through injection into the body, they stimulate the nerves of the 
stomach as a specific excitant and accelerate the secretory activity 
of tis glands, but they exert no effect upon the intestinal secretions. 

That choline has a stimulating effect on the peristaltic move- 
ments of the stomach and the intestine, was ascertained by 
Komarow (1924). He observed, moreover, the action of choline 
on intestinal secretion and found that intestinal secretion is 
also accelerated by it. He ascribed this to the effects of choline 
on the parasympathetic nerve. Maehara (1934), Ivy and 
Fischer (1924), and Heller (1929) have shown that an insulin- 
like blood sugar reducing substance is present in the gastric and 
duodenal mucous membranes, which has the therapeutic action of 
insulin on a diabetic dog. Especially Maehara, using various 
extracts of the intestinal mucosa, has undertaken a comparative 
study on their intensity in reducing the blood sugar. He injected 
the original acid-water-alcoho] solution of those extracts into an 
animal subcutaneously to find that the extract of mucous membrane 
of the large intestine has the strongest activity to reduce the blood 
sugar, after which follows the extract of mucosa of the blind gut, 
then comes that of the small intestine, then that of the duodenum, 
then that of the stomach and then that of the esophagus. 
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Dunean, Garfield and Norman (1935) administered 
duodenal juice orally to patients suffering from diabetes, a disease, 
which is thought to be due either to excessive secretion of the 
pituitary ‘diabetogenic’ hormone, or to inadequate secretion of 
insulin by the pancreas. And they found that the duodenal juice 
is of advantage to the patient and hastens their recovery. 

It has been argued that the gastric juice contains an im- 
portant principle called the intrinsic factor which reacts with sub- 
stances present in certain foods to form a substance essential to 
the proper formation of red blood corpuscles. To examine these 
arguments closely Gedeon and Stephan (1933) applied the ex- 
tract of intestinal mucosa and Kitihnau (1933) that of duodenal 
mucous membrane and they ascertained that in the duodenal and 
intestinal mucosa a really anti-anemic substance is contained. 

Regarding other intestinal functions, many investigations have 
also been published. For instance, in Japan the studies of Saki- 
zaka, Otiai, Ando, Funaki and others. Sakizaka (1934) 
studied the ‘dehydrogenases’ of the enzyme for various organic 
substances, which are contained in the tissues of the intestinal 
mucous membrane. Otiai, Ando and Funaki (1933) observed 
the glycogen formation in the cultured gut of a chick embryo in 
vitro after adding saccharoids to it. 

Ikeda (1934) showed that lactic acid will be produced by 
perfusing the intestinal-wall with alanine. Nakamura (1931) 
laid the gut from normal rabbits into a nutritious fluid to deter- 
mine how much time it would take to exude the amino-acids out 
of the intestinal muscle layers. And Yamaguchi (1932) re- 
ported that the sterile tunica mucosa of duodenum plays an im- 
portant part in the urobilin formation in the intestines. 

Thus today it has become common to regard the intestines of 
higher animals as a very important secretory organ. 

As mentioned above, it has been made clear that many sub- 
stances are contained in the intestinal wall and various hormones 
are secreted by them, and accordingly each part has respectively 
its characteristic functions. Still there remain many obscure 
points. For instance, we do not yet know, what can really 
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cause such a characteristic functional difference between the 
parts of the intestines. Can we not reduce these functional dif- 
ferences between the organs to that of the tissues and still further 
to the functional differences of the cells? If we want exact 
knowledge, we should, at any rate, make clear the chemical con- 
stituents of the tissues or of the organs, which consist of a 
number of various cells. Indeed, several investigators have 
published studies concerning the chemical constituents of other 
organs, but in regard to the ‘digestive organs’ we have, so far as 
I know, only two reports in our laboratory, the one published by 
Ikeyama (1935) and the other by Sumida (1936). Ikeyama 
divided the stomach of dogs into 3 parts, pylorus, fundus and 
cardia, and determined the nitrogen containing substances in the 
mucous membranes and in the muscle layers of each of them. Using 
the vermiform appendix of dogs and rabbits, Sumida has also 
undertaken the same experiments and published some results 
gained from them. But so far as I know we have never seen this 
kind of study performed on the intestines. 

To make up this deficiency I planned this study, using the 
large intestine and the duodenum of dogs, which are distinctly 
somewhat different from each other in physiological functions and 
histological structure. 


A. MATERIALS AND TECHNIQUE. 


For experimental materials large intestines and duodenums 
extirpated from healthy and adult dogs were used. We separated 
the mucous membrane from the muscle layers in each of them 
and laid them each into preparative 94% alcohol. Choline was 


TABLE I. 
Duodenum Large intestine 
Material Muscle Mucous Muscle Mucous 
layer membrane layer membrane 
Number ; 
(Weight of dried 185 (249) 246 (173) 157 (216) 171 (278) 
material g.) 
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“determined from these ‘alcohol extracts. The muscle layer and 
the mucous membrane were clipped into pieces with scissors and 
dried up before experiment. The number of these preparations 
is to be seen in Table I. 


1. Hydrolysis with hydrochloric acid. 


The hydrolysis with hydrochloric acid was accomplished in 
the following way. 100g. of each of the dried preparations (the 
above mentioned muscle layers and the mucous membranes) is 
digested with 300 ce. of strong hydrochloric acid in a round-bottom 
flask, heated upon a water-bath for 30-60 minutes, and boiled for 
6 hours with the reflux condenser. The mixture, after cooling, is 
diluted with a double quantity of water and the filtrate, after the 
addition of a small quantity of animal-charcoal, is heated a little, 
boiled for about 10 minutes, and after cooling, again filtered. The 
filtrate thus gained is strongly concentrated in vacuo, saturated 
with dry hydrochloric acid gas, kept in a refrigerator for 2-3 
days, and, after the glutamic acid hydrochloride is erystallized out, 
filtered. These processes should be repeated until there are no 
more crystals to be found. The glutamic acid thus obtained is 
later to be refined. The remaining filtrate is strongly concentrated 
in vacuo, with three times its quantity of absolute alcohol added, 
heated a little until it is entirely dissolved, saturated with dry 
hydrochloric acid gas, kept in the refrigerator for several days, 
and filtered. This second process is also repeated until the glyco- 
coll ester hydrochloride crystals are all expelled. The glycocoll 
thus gained is dried and later refined. The filtrate containing no 
more glycocoll is concentrated in vacuo and divided in E. Fisher’s 
Ester Method into 4 fractions. 


Temperature Pressure 
Fraction 1, To 60°C (water-bath) 12 mm. 
Fraction 2. 60-100°C (water-bath) 12 mm. 
Fraction 3. 100°C (water-bath) 0-0,2 mm. 
Fraction 4, 100-160°C (oil-bath) 0-0,2 mm. 
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I call them hereafter respectively fraction 1. 2. 8. and 4. The 
following Table II. shows the weight of each fraction. 


TABLE II. 

Material Duodenum Large intestine 

; Muscle Mucous Muscle Mucous 
Fraction layer membrane layer membrane 
Fraction 1. 3.9 2.0¢ 2.0¢ 3.0g 
2 2. 6.0 4.5 4.0 5 
3. 6.5 2.0 5.0 

2 4. 6.0 5.0 (ay ae 6.5 


Each of these fractions, with the exception of the 4. fraction, 
is mixed with six times its quantity of water and immediately 
saponified. The fraction is saponified by boiling with a reflux 
condenser for about 6 hours in order to convert it from alkaline 
to neutral or acid. The neutralized or acidized fraction is dried 
in vacuo, and after the addition of the requisite quantity of 
absolute alcohol, boiled by means of the reflux condenser and 
filtered. After that absolute alcohol is put into the flask, then it 
is boiled once more, and then washed through filterpaper and 
~ separated into two parts, the alcohol-soluble filtrate and the alcohol- 
nonsoluble precipitate. The alcohol-soluble filtrate is dried in 
vacuo, treated with a large quantity of copper oxyde, boiled and 
filtered. The filtrate is then concentrated on a water-bath to find 
the proline copper salt in it. The alcohol-nonsoluble precipitate 
is washed off with methylaleohol into the flask, boiled by means 
of a reflux condenser and filtered in order to separate it further 
into two parts, the methylalcohol-soluble filtrate and the methyl- 
alcohol-nonsoluble precipitate. The latter being washed with 
water, is dried, copper oxyde is then added, boiled, and filtered. 
After that the filtrate thus obtained is concentrated on the water- 
bath, and it becomes a mixture of alanine copper salt with leucine 
copper salt. This mixture is dissolved in methylalcohol and then 
heated a little to set free the former from the latter. 
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The methylaleohol-soluble filtrate is dried in vacuo, in order 
to expel the alcohol, to which baryta-water is added, and trans- 
ferred into an autoclav, boiled at 180°C for 10 minutes, and, after 
cooling, the excess of barium is precipitated off by means of COs, 
and then it is filtered. To the filtrate thus gained dilute sulfuric 
acid is added to remove the barium quantitatively and filtered. 
To the filtrate copper oxide is added and boiled, resulting in a 
mixture of valine copper salt and isoleucine copper salt. The 
mixture, after the addition of absolute alcohol, is heated a little 
and two sorts of copper salts “valine and isoleucine” are obtained. 

The 4. fraction is diluted with five parts of its quantity of 
water and shaken with ether. The ether region is transferred to 
another flask, and after the evaporation of the ether, saturated 
with dry hydrochloric acid gas and kept in the refrigerator for 
several days, in order to get phenylalanine ester. To the water 
region baryta is added, and saponified by heating on a water-bath 
for two hours. The saponified solution is kept at room tempera- 
ture for several days, and the barium salt of the aspartic acid is 
obtained. -The solution is then filtered and the precipitate of 
which, after addition of the requisite quantity of sulfuric acid, is 
boiled and again filtered. The excess of sulfurie acid is then 
quantitatively taken off with baryta-water and the remaining fluid 
is filtered. The filtrate thus gained is concentrated upon a water- 
bath and kept in the refrigerator until pure aspartic acid is ob- 
tained. To the filtrate gained from the above saponified solution 
diluted sulfuric acid is added in order to get the barium quantita- 
tively, and filtered. The filtrate is then concentrated in vacuo, 
saturated by hydrochloric acid gas and kept in the refrigerator to 
determine the glutamic acid hydrochloride, which is to be expelled. 
The liquid containing no more glutamic acid hydrochloride is dried 
in vacuo, dissolved with water and then yellow lead oxide is added, 
and after that boiled until the chlor reaction no longer appears, 
and filtered. The filtrate is then treated sufficiently with sul- 
furated hydrogen to expel the lead and then filtered. The filtrate 
thus obtained contains serine, which is to be absorbed by the 
/-naphthalene-sulfochloride. 
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2. Hydrolysis with sulfuric acid. 


The hydrolysis with sulfuric acid was performed in the follow- 
ing way. 50gm. of each of the dried preparations are digested 
with 150g. of strong sulfuric acid in a round-bottom flask, 
diluted with 300 gm. water and boiled for 14 hours by means of a 
reflux condenser. The mixture, after cooling, is filtered. The 
precipitate thus gained is the humin substances, which are to be 
dried. The filtrate is treated with barium hydroxide until it shows 
a slightly alkaline or acid reaction, and then filtered. The ob- 
tained filtrate is treated with COs, and after expulsion of the excess 
of barium, again filtered. The filtrate thus gained is concentrated 
to a small quantity, added with sulfuric acid, and after the addi- 
tion of phosphotungstie acid, is kept in the room for about 24 
hours and filtered; out of the filtrate tyrosine is obtained. To 
the precipitate produced by phosphotungstic acid baryta is added 
and filtered. As for the filtrate, it is treated with COs, the excess 
of barium is expelled and then filtered once more. After that 
nitric acid should be added to the filtrate until it obtains acidity, 
20% of silver nitrate is then added to determine the precipitation 
caused by it, and then filtered. The precipitate thus gained is the 
purinebase fraction. The filtrate, after the addition of BaCOs, 
is heated until boiling and filtered once more after cooling. The 
filtrate thus gained is nothing but the lysine and arginine frac- 
tion, and the precipitate is the histidine fraction. The filtrate 
finally obtained, being mixed with baryta-water, is filtered in order 
to get the precipitate, which is the arginine fraction and the 
filtrate, which is the lysine fraction. Sulfuric acid is then added 
to the lysine fraction till it becames acid, treated with sulfurated 
hydrogen, and then filtered. The filtrate is then concentrated on 
the water-bath, in order to expel the sulfurated hydrogen, and 
after that sulfuric acid is added in the amount of 5% of the total 
volume. Phosphotungstic acid is then added to cause a precipita- 
tion, and to the precipitate barium hydroxide is added and filtered. 
The filtrate is treated with COs, to remove the excess barium, and 
after that filtered. The filtrate thus gained is concentrated, the 
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saturated alcohol-solution of picric acid is added, and lysine picrate 
is obtained. To obtain the arginine picrate from the arginine 
fraction, it is necessary to follow the procedure as in the case of 
the lysine fraction. To obtain the histidine picrolonate from the 
histidine fraction it is also necessary to follow the proceedure as 
with the lysine fraction, but in the case of the histidine fraction 
the barium is removed by dilute sulfuric acid quantitatively and 
to the filtrate containing no barium, the saturated-alcohol-solution 
of picrolonic acid is added. 


3. The determination of Choline. 


The alcohol-extracts of the preparations are concentrated to 
the smallest amount possible, to which a large quantity of a solu- 
tion of 5% methylaleohol baryta is added, and boiled for 1.5 hours 
by means of a reflux condenser. The mixture, after cooling, is 
treated with COs in order to expel the barium, and after one day 
filtered. The filtrate is evaporated until it becomes a precipitate, 
then diluted with water and filtered. The filtrate thus gained is 
evaporated again till it is dry. To the remaining precipitate 
alcohol is added and then, after the addition of the saturated 
alcohol solution of corrosive sublimate, laid aside for 24 hours, 
treated then with sulfurated hydrogen in hot water and filtered. 
Then the filtrate is evaporated to expel the alcohol, after which 
water is added and filtered. The filtrate thus gained is strongly 
concentrated upon a water-bath, and a saturated-aleohol solution 
of platinic chloride is added. Thus choline can be obtained as 
double-salts of platinie chloride. 


4. The determination of the total content of nitrogen. 


The total content of nitrogen in each muscle layer and in 
each mucous membrane of the duodenum and the large intestine 
was determined by Kjeldahl’s method. 


B. ANALYSES OF THE SUBSTANCES WHICH WERE OBTAINED 
THROUGH THE ABOVE-MENTIONED METHODS. 


a. Analyses of the glutamic acid hydrochloride. 
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Caleulated CsHsNOs-HCI: 7.63% N. 
Duodenum 
Muscle layer 


0.415 g. substance required (by Kjeldahl) 22.30 ¢.c. N/10 HeSQx. 


Found: 7.59% N. 
Mucous membrane 

0.3722 g. substance required 20.49 ¢.c. N/10 HiSOs. Found: 

Large intestine 

Muscle layer 

0.3007 g. substance required 16.71 ¢.c. N/10 HeSOs. Found: 
Muscous membrane 

0.5621 g. substance required 29.91 ¢.c. N/10 HeSO:. Found: 


b. Analyses of the glycocoll ester hydrochloride. 


Calculated C2HsNO2zHCl: 10.03% N. 
Duodenum 
Muscle layer 
0.3312 g. substance required 24.04¢.c. N/10 HeSO;. Found: 
Mucous membrane 
0.4635 g. substance required 33.47 ¢.c. N/10 HeSOs Found: 
Large intestine 
Muscle layer 
0.4215 g. substance required 29.44 ¢.c, N/10 H2SO:. Found: 
Mucous membrane 
0.2503 g. substance required 18.43 ¢.c. N/10 H2SO;. Found: 


c. Analyses of the phenylalanine ester hydrochloride. 


Calculated CoHuO2H-HCl: 6.94% N. 
Duodenum : 
Muscle layer 
0.1506 g. substance required 7.64 ¢.c. N/10 H2SO:. Found: 
Mucous membrane 
0.2317 g. substance required 11.27 ¢.c. N/10 HsSO:. Found: 
Large intestine 
Muscle layer 
0.2773 g. substance required 14.10 ¢.c. N/10 HeSOx Found: 
Mucous membrane 
0.1984 g. substance required 9.46 ¢.c. N/10 H»SO;. Found: 


d. Analyses of the aspartic acid. 


Calculated CsH;OuN: 10.52% N. 
Duodenum 
Muscle layer 


7.71% N. 


7.78% N. 


7.45% N. 


10.16% N. 


10.11% N. 


9.78% N. 


10.31% N. 


7.10% N. 


6.81% N. 


7.12% N. 


6.67% N. 
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0.1630 g. substance required 12.08 ¢.c. N/10 H2SOs. Found: 10.38% N. 
Mucous membrane 

0.0341 g. substance required 2.59 ¢.c. N/10 H»SOs. Found: 10.63% N. 

Large intestine 

Muscle layer 

0.0496 g. substance required 3.79 c.c. N/10 H»SOs Found: 10.69% N. 
Mucous membrane : 

0.0108 g. substance required 0.80 ¢.c. N/10 H.SOs. Found: 10.37% N. 


e. Analyses of the serine-b-naphthalene-sulfochloride. 


Calenlated Ci2His0sNS: 4.749% N. 
Duodenum 
Muscle layer 
0.3261 g. substance required 11.32 ¢.c. N/10 HeSO:. Found: 4.86% N. 
Mucous membrane 
0.4079 g. substance required 13.63 ¢.c. N/10 H:SOs. Found: 4.68% N. 
Large intestine 
Muscle layer 
1.0624 g. substance required 37.25 ¢.c. N/10 H2SOx Found: 4.91% N. 
Mucous membrane 
0.3405 g. substance required 11.86 ¢.c. N/10 H2SOs Found: 4.88% N. 


f. Analyses of the tyrosine. 


Caleulated CoHiOsN: 7.74% N. 
Duodenum 
Muscle layer 
0.2014 g. substance required 11.19 ¢.c. N/10 HeSOs. Found: 7.78% N. 
Mucous membrane 
0.1697 g. substance required 9.67 ¢.c. N/10 H2SO.. Found: 7.98% N. 
Large intestine 
Muscle layer 
0.2635 g. substance required 14.20 ¢.c. N/10 HeSOx. Found: 7.54% N. 
Mucous membrane 
0.3438 g. substance required 18.44 ¢.c. N/10 HeSOs. Found: 7.51% N. 


g. Analyses of the lysine picrate. 


Caleulated CoHisO2N2°CoH307Ns3: 18.67% N. 
Duodenum 
Muscle layer 
0.1206 g. substance gave 19.80 ¢.c. N (18.5°C, and 764 mm). 
Found: 18.93% N. 
Mucous membrane 
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0.0815 g. substance gave 13.0 ¢.c. N (17°C. and 761.7 mm). 
Found: 18.46% N. 
Large intestine 

Muscle layer 
0.0620 g. substance gave 10.0 ¢.c. N (19.3°C. and 768 mm), 
Found: 18.62% N. 

Mucous membrane 
0.0937 g. substance gave 15.4¢.c. N (19°C. and 764mm). 
Found: 18.90% N. 


h. Analyses of the arginine picrate. 


Caleulated CoHusO2Na'CcH30;Nz: 24.32% IN 
Duodenum 
Muscle layer 
0.13854 g. substance gave 28.1¢.c. N (16.4°C. and 767 mm). 
Found: 24.26% N. 
Mucous membrane 
0.0661 g. substance gave 14.0 ¢.c. N (17°C. and 760 mm). 
Found: 24.46% N. 
Large intestine 
Muscle layer 
0.0872 g. substance gave 18.1¢.c. N (15.8°C and 764mm). 
Found: 24.23% N. 
Mucous membrane 
0.0405 g. substance gave 8.6 ¢.c. N (17.3°C. and 761 mm). 
Found: 24.52% N. 


i. Analyses of the histidine picrolonate. 


Calculated CoH »O2Ns'CiwHsOsN:: 23.63% N. 
Duodenum 
Muscle layer 
0.0853 g. substance gave 17.3 ¢.c. N (18.5°C. and 766 mm). 
Found: 23.45% N. 
Mucous membrane 
0.0569 g. substance gave 11.70 ¢.c. N (19.1°C. and 764mm). 
Found: 23.72% N. 
Large intestine 
Muscle layer 
0.0411 g. substance gave 8.3 ¢.c. N (16.4°C. and 767 mm). 
Found: 23.61% N. 
Mucous membrane 
0.0391 g. substance gave 8.0c.c. N (17°C. and 763 mm). 
Found: 23.72% N. 
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j. Analyses of the purine-base fraction. 


Duodenum 
Muscle layer 
The total content of nitrogen was determined by Kjeldahl’s, gave 0.47 g. 
Mucous membrane 
The total content of nitrogen gave 0.155 g. 
Large intestine 
Muscle layer 
The total content of nitrogen gave 0.19 g. 
Mucous membrane 
The total content of nitrogen gave 0.09 g. 


k. Analyses of the proline copper. 


Caleulated (CsHsNOz)2Cu: 21.79% Cu. 
Duodenum 
Muscle layer 
0.1136 g. substance gave 0.0313 g. CuO. Found: 21.99% Cu. 
Mucous membrane 
0.1471 g. substance gave 0.0396 g, CuO. Found: 21.48% Cu. 
Large intestine 
Muscle layer 
0.0836 g. substance gave 0.0229 g. CuO. Found: 21.86% Cu. 
Mucous membrane 
0.1073 g. substance gave 0.0290 g. CuO. Found: 21.57% Cu. 


l. Analyses of the alanine copper. 


Caleulated (CzsHeNOz)2Cu: 26.52% Cu. 
Duodenum 
Muscle layer 
0.0968 g. substance gave 0.0324 ¢. CuO. Found: 26.71% Cu. 
Mucous membrane 
0.1591 g. substance gave 0.0532 ¢. CuO. Found: 26.68% Cu. 
Large intestine 
Muscle layer 
0.2230 g. substance gave 0.0742 g. CuO. Found: 26.55% Cu. 
Mucous membrane 
0.1465 g. substance gave 0.0485 ¢. CuO. Found: 26.42% Cu. 


m. Analyses of the leucine copper. 


Culeulated (CcoHw»NO2)2Cu: 19.63% Cu. 
Duodenum 
Muscle layer 
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0.2015 g. substance gave 0.0489 g. CuO. Found: 19.40% Cu. 
Mucous membrane 

0.1713 g. substance gave 0.0422 g. CuO. Found: 19.66% Cu. 

Large intestine 

Muscle layer 

0.3504 g. substance gave 0.0869 g. CuO. Found: 19.79% Cu. 
Mucous membrane. 

0.0968 g. substance gave 0.0237 ¢g. CuO. Found: 19.54% Cu. 


n. Analyses of the valine copper. 


Caleulated (CsHioN Oz) 2Cu: 21.49% Gu: 
Duodenum 
Muscle layer 
0.1478 g. substance gave 0.0395 g. CuO. Pound: 21.33% Cu. 
Mucous membrane 
0.0936 g. substance gave 0.0252 g. CuO. Found: 21.48% Cu. 
Large intestine 
Muscle layer 
0.0633 g. substance gave 0.0172 g. CuO. Found: 21.68% Cu. 
Mucous membrane 
0.0548 g. substance gave 0.0147 g. CuO. Found: 21.41% Cu. 


o. Analyses of the isoleucine copper. 


Caleulated (CeHiwNO:z)2Cu: 19.63% Cu. 
Duodenum 
Muscle layer 
0.3315 g. substance gave 0.0819 g. CuO. Found: 19.72% Cu. 
Mucous membrane 
0.1860 g. substance gave 0.0458 g. CuO. Found: 19.65% Cu. 
Large intestine 
Muscle layer 
0.1352 g. substance gave 0.0331 g. CuO. Found: 19.54% Cu. 
Mucous membrane 
0.2714 g. substance gave 0.0677 g. CuO. Found: 19.91% Cu. 


p. Analyses of the choline-platinic chloride. 


Caleulated (CsHuNOCl)2PtCh: 31.69% Pt. 
Duodenum : 
Muscle layer 
0.3656 g. substance gave 0.1162 g. Pt. Found: 31.78% Pt. 
Mucous membrane 
0.1501 g. substance gave 0.0473 g. Pt. Found: Solo det. 
Large intestine 


KR: 


Muscle layer 

0.1009 g. substance gave 0.0319 g. Pt. Found: 31.62% Pt. 
Mucous membrane 

0.0915 g. substance gave 0.0288 g. Pt. Found: 31.48% Pt. 


C. ExXxprrIMENTAL RESULTS. 


The weight of the various nitrogen-containing substances in 
the muscle layers and in the mucous membranes of the duodenum 
and the large intestine are shown in Tables III. and IV. Table V. 
shows the comparison of the studies of [keyama and Sumida. 


TasuE III. 
oe Material Duodenum Large intestine 
oS 
Substance ~_ Muscle Mucous Muscle Mucous 
in g % << layer membrane layer membrane 
Choline IB 0.54 0.63 0.14 
Humin 5.76 2.99 2.33 7.42 
Purin-N. 0.94 0.31 0.38 0.18 
Lysine 3.90 2, 3.40 2221) 
Arginine 5.14 5.96 3.50 2.21 
Histidine 0.17 0.86 0.12 0.12 
Tyrosine 3.44 3.84 2.62 2.34 
Glutamic acid 1.68 2.19 Deel 1.18 
Glycocoll 2.42 3.66 2.89 0.81 
Proline 1.81 0.86 1.14 1.08 
Leucine 1.64 0.75 0.64 0.86 
Alanine 4.61 0.78 3.24 1.23 
Valine 1.09 0.62 0.41 0.45 
Tsoleucine 2.15 0.58 0.95 2.07 
Phenylalanine 0.91 0.60 0.38 0.36 
Aspartic acid 0.24 0.06 0.07 0.03 
Serine 0.90 1.09 3.36 0.96 
TABLE IV. 
The total content of nitrogen 
Duodenum Large intestine 
Muscle Mucous Muscle Mucous 
layer membrane layer membrane 


14.58% | 10.78% 15.26% 13.12% 


281 


ine. 


test 


ge in 


bstances of duodenum and lar 


ining su 


Nitrogen conta 


96°0 98's 60'T 06°0 cY'6 PTL 866 166 610 10 0€°0 680 6s 0 ¥6°0 9ULLOS 
€0°0 10°0 90°0 ¥'0 8e°0 8T0 610 |* FLO | 90¥t} | OovTy | oovIy | ooeTy | CGO cg0 | Prov otjavdsy 
9§°0 860 09°0 160 686 86°0 9E7S 9ET Le°9 8L'8 PS cry FoF seg jouruvye suey 
L0°G £60 8¢'0 C16 830 FE'0 8¢'0 830 | evr} | oovzy | oovry | oovry | epg | aavry sULANd[OST 
cr'0 170 690 60T ented eT co's To GP'S Gig 6P's ¥9'S PLT CLT ourle A 
OT FOE 8L'0 Lov L9°& Sg) 8P'0 89°0 98'T 69° L6G 69'S EGG 6TT ouLUeLV 
98°0 $90 cr0 POT 860 LL0 be 0 680 | .90°T T6'T SLL OLT 6o'S £6°0 SULA 
80°T PLT 98°0 TST 9¢T LL0 690 78ST ¥6 0 91'S 866 6L°S COT &8°0 ourlOld 
18°0 686 99° 6h SG 676 90°S 6EG FOV 00°T 8L0 9¢T °G 8oT 88°0 TLo9094T) 
8ST T TLS 616 89T 870 6o°S VSO | 99BT} | SLT LLS TLS 96° co's PST | prov ore yay 
PES 69% 87 WE 67 T 89'T CST [elt OUISOLAT, 
60 6T0 98°0 LV0 6e'0 800 600 60°0 c0'0 ¥0'0 910 OLO 8T0 LT 0 SUT PES EEL 
IGG OG's 96'S Le L9'& LS $9'G TOT CLs 60 PF TG" 69'S ELV Dene oULULS.LV 
136 OVE éLT 06° C8 eo é L0°6 LOT PLT 80° LOT 18° 69'S 60'S oursAry 
810 880 TS'0 $60 ce 0 Le°0 93°0 LE°0 910 £00 60°0 600 TL0 F0°0 NGG 
oh pte 66% 91S VL9 0ST LES 9L'8 Cea aL 
F1L0 690 7¢'0 Sik 180 IT0 60'T 89°0 ets) EO 80°0 O10 Fo0 610 CULLOU) 
e e ie B 2 5 © 5 5 of & Ut 
Oo os ano) Do aS) OB ee) os ano) OG ee oo aS) oe ; 
Se oe oe em era ea eo eh ee | eed Ee Re | Be RS 
(a) fae) oO far) (ar) fa) @ 
sop dop Tey Ate dtale ae WlOqs-.d Op qovuroys- Sop YOvutojs-dop 
OUTSOJUL OdAvTy] wWhusponcy <ULLOJTULIO A -ULOTLULIO A SILOS VIpPlVugy snpunyy rentaqeyy 
IY vprumng vuvsoyy LOJVSTISOAUT 


"A OIavy, 


282 K. Ri: 


D. Discussion AND SUMMARY. 


1. The chemical constituents of the muscle layers: The 
amount of choline, humin, purine-N, arginine, leucine, valine, 
isolencine, phenylalanine, and aspartic acid contained in the muscle 
layer of the duodenum is larger than that of the muscle layer of 
the large intestine. The amount of glutamic acid and serine 
contained in the former is, however, less than that of the latter. 

2. The chemical constituents of the mucous membrane: It 
was found that the duodenal mucous membrane contains more 
choline, arginine, histidine, tyrosine, glutamic acid and glycocoll 
than that of the large intestine, and more humin, alanine and 
isoleucine are found in the mucous membrane of the large intestine 
than in that of the duodenum. 

3. As is to be seen in Table V, it is made clear by these ex- 
periments that the chemical constituents of the digestive organs 
are distributed quantitatively, differing somewhat in accordance 
with the various regions. For instance, histidine is found abun- 
dantly in the duodenal mucous membrane and isoleucine in the 
duodenal muscle layer and in the mucous membrane of the large 
intestine. Still the isoleucine is contained in the stomach in such 
a small amount that it cannot be determined. . 

In closing this paper, I wish to express my gratitude to Prof. 
Dr. Kageura, under whose guidance this work was performed, 
and to Dr. Sendju, whose advice was very generously given 
throughout the progress of the experiments. 
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UBER DIE POLAROGRAPHISCHE UNTERSUCHUNG 
DES EISENS. 


VON 


SATORU KAMEGAT. 


(Aus dem physiologischen Institut der medizinischen Fakultit zu Nagasaki. 
Direktor: Prof. Dr. D. Ogata.) 


(Eingegangen am 17. September 1938) 


Uber die polarographische Untersuchung des Hisens erstatteten 
Sikata und Tati” einen eingehenden Bericht. Bei der Elek- 
trolyse der FeCl; Losung kommt eine Kurve etwa am Nullvolt 
vor, wenn die Lésung stark sauer ist. Nach ihrer Vermutung ist 
diese Kurve der Reduktion Fe"*— Fe” zuzuschreiben. Bei der 
Elektrolyse des 1.0x 10-*m FeCl; in KCl+ Pufferlésung entsteht 
die Reduktion Fe — Fe: im Gebiet —1.262~—1.491 Volt. Das 
Reduktionspotential des Fe’: ist positiv in saurer Losung, aber 
in neutraler und alkalischer wird es durch Pu der Losung nicht 
beeinflusst. Bei der Elektrolyse von Eisenzitraten kommen drei 
Kurven vor, und die zweite, welche an —0.138~ —0.460 Volt ent- 
spricht der Reduktion der eisenhaltigen Zitronsaureanionen. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Verfasser braucht Liquor Ferri sesquichlorati und lost es in 
der folgenden Losung. 
(1/15 m Phosphatpuffergemisch (PH=6) 10000. 
(Avar 0.1 
Dabei wird eine kleine Menge von 2N-Oxalsiure zugefiigt. 
Die Resultate werden in den folgenden Tabellen zusam- 


mengefasst. 


1) Sikata, M. und Tati, I. (1929): Nippon Nogeikagaku Kaisi, 5, 352, 
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TABELLE I, 
Einfluss von PH (Lésg. 5 ce. Temp. 5°C.) 
; 2N-Oxals. P Anodenp. | Halbstufenp, |Hohe d, Kurve 
ze Gs H MV MV mm. 
2 ; 5 ap ol —101 131 
ec) te ‘ = 112.5) 4 } 130.5 
” ” ” +159 —124 130 
” 0.2 4 + 45 —136 —136 130 130 
” 0.3 3 +128 — 88 134 
} HOS ise 
” ” ” +160 — 98 130 
» 0.5 <1.3 +160 | —152 129.5 F 
— 75 ye 130.5 
” ” ” +160 — 98 W3IES 
” 1.0 ” +164 = ae vee 133 | 121 
— 5 
» mo » shal Sag ee EAP 130 


Die Bestimmung des Anodenpotentials geschieht durch den 
Vergleich mit einer normalen Kalomelelektrode. 


Tabelle I. 

Durch Beiftigung verschiedener Mengen von 2N-Oxalsaure 
wird Px der Lésung verandert, und darauf wird diese elektrolysiert. 

Infolgedessen kommt eine Reduktion am Potential —38~ —152 
Millivolt vor. Die Hohe der Kurve wird durch die Anderung von 
Pa der Lésung nicht beeinflusst. 


TABELLE IT. 
Einfluss von Temperatur (PH=8) 
Temp. Ace = Anodenp. Halbstufenp. Hohe der Kurve 
0) mg % MV MV mm. 
5 0.4 +190 —110 3 36.2 

» + 52 = a ape 35.5 a8 
1.0 +128 GOO 69.6 69.6 
1.6 +164 = Se OS 104.38 104.3 
2.0 +160 — 98 — 98 130 130 

15 0.4 +204 Je 120 40 40) 
1.0 +180 — 124; 717.4 
» +181 By ae ae Uae 
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1.6 +173 =116 ; 119 
be » +168 =135 Be i) | ag His 
0.4 +202 ={ie 49.5 
» +141 ~167 }—159 a} 42.3 
- +143 = a) 42.3 
1.0 +177 =ii6 116 80 80 
16 +166 —117 122.5 
» +167 = Rl —134.6 ee 
»» +116 ~163J 121 ? 
25 0.4 +202 116 44,4 
» +188 —~128 |. 124.3 44,3 ; 43.9 
s +187 —129 43 
1.0 +181 —110 84 
» +182 =| 86 } 85 
» +181 te 85 
1.6 +162 ra ee fed sey ee 
” +172 —119 123 
30 0.4 +203 —123 ' 47 
” +198 —126 Bee 47 e 
1.0 +197 198 > 08 87.3 87.3 
1.6 +172 —123 —193 131. 131 
Tabelle II. 


Zur Erforschung des Einflusses der Temperatur auf die Hohe 
der Kurve, und weiter der Beziehung zwischen der Konzentra- 
tion des Hisens und der Kurvenhdhe, elektrolysierte Verfasser 
Losungen von Fe verschiedener Konzentration, némlich 0.4, 1.0, 
1.6 und 2.0 mg%, bei der Temperatur 5°, 15°, 20°, 25° und 30°C. 

Die Hohe der Kurve vermehrt sieh mit der Steigerung der 
Temperatur, und bei gleicher Temperatur ist sie abhaingig von 
der Hisen-Konzentration. Das Halbstufenpotential betragt —56~ 
—195 Millivolt. 
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Fig. 1. Polarogramm von FeCl; in oxalsiurehaltiger 
Phosphatpuffergemisch-Agar-Losung. 
Temp. 15°C. PH=3. 


. Fe 1.6mg% 


0 —100 —200 — 300 —400 —500 —600 M. Volt 


ScHLUuss. 

FeCl; wird im Phosphatpuffergemisch mit Oxalsdure elektro- 
lysiert. 

1. Im Gebiet -56~-195 Millivolt entsteht eine Kurve, und 
deren Hohe ist proportional der Konzentration des Hisens. 

2. Die Hohe der Kurve wird dureh die Anderung von PH 
der Lésung nicht beeinflusst, aber vermehrt sich mit der Stei- 
gerung der Temperatur. 
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UBER DAS PHOSPHOSERIN UND SEINE 
FERMENTATIVE HYDROLYSE. 


» VON 


TAKAKAZU SORIMATI, 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 19. September 1938) 


Nach Sadamitsu (1937) enthalt das Trypsinpraparat im 
Handel eine ziemlich starke Phosphomonoesterase. Falls sie durch 
Adsorptionsverfahren entfernt wird, ist das Trypsin nun imstande, 
Kasein ohne Dephosphorierung zu hydrolysieren. Durch weitere 
Versuche konnte er beweisen, dass die Phosphorsdure im peptisch- 
tryptischen Hydrolysat des Kaseins ausschliesslich in Monoester- 
form gebunden vorhanden ist. Aber wie die fermentative Spaltung 
dieser gebundenen Phosphorsidure stattfindet, d.h. ob sie durch 
die Phosphomonoesterase unter Mitwirkung eines anderen Fer- 
ments oder unbekannten Phosphatasenaktivators ausgefiihrt werde 
oder ob sie durch die Wirkung einer ganz spezifischen Monoester- 
ase vor sich gehe, konnte Sakamitsu damals, soweit er unter- 
suchte, nicht erklaren. Es ruhrt vielleicht daher, dass das von 
ihm gebrauchte Substrat die Phosphorsiureester von komplizier- 
ten Polypeptiden war und ausserdem mit recht verschiedenen 
Eiweissspaltprodukten gemischt war, die die Monoesterasewir- 
kung in variierender Richtung beeinflussen konnen. 

Um das Verhaltnis aufzuklaren, soll man erstens die Tren- 
nung des Phosphopeptons von dem freien Polypeptidgemisch 
ausfiihren und mit diesem Phosphopepton den Monoesteraseversuch 
anstellen. Nachstdem ist es wtnschenswert, den Phosphor- 
sdureester irgendeiner Oxyaminosaure, z.B. des Serins, oder den 
Ester des einfach aufgebauten Oxyaminosaurepeptids darzustel- 
len, um denselben zu Phosphatasestudien zu brauchen. 

Ich habe dem peptisch-tryptischen Hydrolysat des Kaseins 
Bleiacetat zugesetzt, das entstandene Bleisalz in Bariumsalz tiber- 
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fiihrt, dann seinen in Wasser lodslichen Anteil durch Alkohol 
gefallt. 8 Praparate des so in gleicher Weise hergestellten 
Phosphopeptons wurden P:N:Ba analysiert. Das Verhaltnis war 
beim ersten Priparat 1:5.4:2.0, beim zweiten 1:4.6:1.9 und beim 
dritten 1:5.1:2.0. Wie die Analysenzahlen zeigten, sind die 
Praparate nicht einheitlich und als Phosphorsdureverbindung von 
noch komplizierten Polypeptiden zu betrachten. 

Schmidt (1934) hat aus dem tryptischen Hydrolysat des 
Kaseins phosphorierte Verbindungen von P:N-Verhdltnis 1:2 oder 
1:3 als Bariumsalz isoliert. Die erste Verbindung von 1:2 Ver- 
haltnis stimmte ihrer Analysenzahl gemiss mit dem Bariumsalz 
der Phosphoseringlutaminséure tiberein. Kurz vordem haben 
Levene und Hill (1933) auch aus dem tryptischen Hydrolysat 
Isolierung der phosphorierten Peptide ausgefiihrt, aber das P: 
N-Verhaltnis war dabei 1:3.8, 4.1 oder 4.3. Bei meinem Pra- 
parat war es ungefaéhr 1:5. Ich habe ausserdem beobachtet, dass 
das Phosphopepton, nachdem es von Barium befreit war, bei PH 
8 durch Trypsin nicht mehr aufgespalten werden konnte. 

Ich habe daher, wie Lipmann (1933) angegeben, das Barium- 
salz des Phosphopeptons direkt 10 stiindiger Hydrolyse durch 10 
fach Volumen 2.5 N HC] unterworfen. Aber das P:N-Verhaltnis 
der daraus isolierten Verbindung war 1:1.8, wahrend P:freier 
NH.-N 1:1 war. Die isolierte Substanz. war also ein Gemisch 
der phosphorierten Oxyaminoséiure und des Phosphodipeptids. 
An dieser Substanz wurde nochmals eine 10 stiindige Hydrolyse 
mit 10 fach Volumen 2.5 N HCl vorgenommen und aus dem 
Hydrolysat konnte endlich eine Substanz von P:N-Verhaltnis 1: 
1 isoliert werden. Die Analyse dieser Substanz stimmte mit dem 
Bariumsalz der Serinphosphorsaure iiberein. Die Ausbeute war 
schlecht. 

Daher wurde nach einer Methodik geforscht, die von dem 
Kasein ausgehend auf rein chemischem Wee Isolierung einer 
einheitlichen Phosphorsaéureverbindung erméglicht. Die dafiir 
zu prufende partielle Hydrolyse des Kaseins muss unter zeitli- 
cher Messung der Zunahme des Amino-N und anorganischen P 
verfolet werden und eine Bedingung ausgesucht werden, unter 
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der die Zunahme des Amino-N schnell von statten geht und an- 
nahernd 100% erreicht, wahrend dieselbe des anorganischen P 
moglichst gering bleibt. Mit dem Fortschreiten der Hydrolyse 
des Hiweisses nimmt bekanntlich das Saure- oder Basenbindungs- 
vermogen des Spaltgemisches zu und das Konstanthalten der Azi- 
ditat bzw. Alkalinitaét ist schwer auszufiihren. Man kann aber 
leider nicht anders machen, solange die zu gebrauchende Siure 
oder Alkali nicht sehr konzentriert und die aufzuspaltene Sub- 
Stanz nicht sehr verdiinnt ist. 

Ich habe die partielle Hydrolyse des Kaseins dureh Erhitzen 
bei 100° mit 10 fach Volumen 1 N KEssigsdure, 1 M Natrium- 
carbonat, 1 N Natronlauge, 1N HCl und 2.5N HCl untersucht. 
Bei der Hydrolyse durch 1 N NaOH wurde Kasein vorher durch 
Zusatz von Natronlauge gelést und gegen Phenolphthalein neu- 
tralisiert, dann die Lésung mit berechneter Menge konzentrierter 
Natronlauge versetzt und mit Wasser auf bestimmtes Volumen 
verdiinnt, um die Konzentration der freien Natronlauge 1N zu 
machen. Totale Alkalinitét war also stirker als 1N. Bei der 
Hydrolyse mit Salzsiure wurde Kasein in gleicher Weise mit einer 
vorher ermittelten Menge Salzséure versetzt, um eine kongoneu- 
trale Kaseinlosung zu bekommen, dann soviel konzentrierte Salz- 
sdure und Wasser zugesetzt, dass die endliche Konzentration der 
freien Salzsdure 1 bzw. 2.5N erreicht. Der Verlauf der Hydrolyse 
unter verschiedenen Bedingungen ist an den folgenden Figuren 
1-5 ersichtlich. 

Hydrolyse durch Natronlauge war nicht zweckmissig, weil 
die Zuwachsgeschwindigkeit der anorganischen Phosphorsaure die 
des NH.-N iiberwog (Fig. 1). Bei der Hydrolyse durch Carbonat 
war die Abweichung noch stirker, indem die NH»-N-Zunahme 
zuriickging, wahrend die P-Zunahme nur wenig ermassigt wurde 
(Fig. 2). Bei der Hydrolyse durch 1N HEssigsiure war der 
Anstieg von beiden Kurven langsamer, aber auch in diesem Fall 
nahm die anorganische Phosphorsiure schneller als der freie 
NH;-N zu (Fig. 3). Erst bei der Hydrolyse durch 1N HCl war 
die iiberwiegende Zunahme. des NH»2-N zu beobachten, die sich 
aber schon unterwegs unterbrach, waihrend die P-Zunahme noch 
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Fig. 1 Kasein; N NaOH Fig.2 Kasein; M Na2COz 
100 Pp 100 = 
80 80 
60 60 
H2-N 
40 40 
20 20 NHZ-N 
4 h 
—Stdn 5 10 15 — Stdn 5 10 15 20 
Fig.3 Kasein; N CH;COOH Fig. 4 Kasein; N HCL 
100 100 
80 80 
60 60 NH2-N 
P 
40 40 
P 
20 20 
% NHg-N ¢ 
—Stdn. 5 10 16 —Stdn 5 10 16 20 26 


weiter fortschritt (Fig. 4). Hydrolyse durch 2.5 N HCl war am 
meisten zweckmassig (Fig. 5). 

8 sttindige Hydrolyse des Kaseins in 10 fach Volumen 2.5 
N freier Salzsture wurde daher in grossem Masstab ausgefiihrt 
und aus dem Hydrolysat wurde eine phosphorierte Substanz, wie 
im experimentellen Teil angegeben, als Bariumsalz isoliert. Die 
Analyse ergab, dass sie das Bariumsalz des phosphorierten Dipep- 
tids aus Serin und Glutaminsdéure war. Die Phosphoseringluta- 
minsaure ist also rein chemisch aus dem Kasein herstellbar. 

Nachstdem wurde gepriift, ob das bei der partiellen Kasein- 
hydrolyse beobachtete Verhaltnis der P- und NH»-N-Zunahme auch 
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Fig. 5 Kasein; 2.5N HCl Fig.6 Phosphopepton; N NaOH 
100 100 
NH2-N 
80 80 y 
60 60 
P 
NH, -N 
40 40 
20 20 
% h 
—Stdn 5 10 15 —Stdn. 5 10 15 
Fig.7 Phosphopepton; M NagCO; Fig.8 Phosphopepton; N CH,COOH 
100 P 100 
80 80 
60 60 
P 
40 40 
NHg-N NHp-N 
20 20 
4 % 
—Stdn 5 10 15 —Stdn. 5 10 15 


bei der Hydrolyse des Phosphopeptons gelten wiirde, das wie oben 
erwadhnt aus dem peptisch-tryptischen Hydrolysat des Kaseins 
bereitet wurde. Im grossen und ganzen war es der Fall (Fig. 
6-10). Hydrolyse mit 2.6 N HCl war am meisten versprechend. 
Aber weil selbst unter dieser Bedingung 100% Befreiung der 
Aminogruppe endlich nicht gezeigt werden konnte, wurde ein 
Versuch der Hydrolyse mit verdoppeltem, also 20 fachem Volu- 
men 2.5N freier Salzsiure angestellt und fast 100% Spaltung 
der Peptidkette wurde in 15 Stunden beobachtet, wobei auch 
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Fig.9 Phosphopepton; N HCl Fig. 10 Phosphopepton; 2.5 N HCl 
loo 100 
NH2 -N 
80 80 
; NH2 -N 
60 60 
P 
40 r P 40 
20+ 20 
t % 
—Stdn. 5 10 LS —Stdn 5 10 1S 


Fig.12 Phosphoseringlutaminsdaure ; 


Fig.11 Phosphopepton; 2.5 N HC1x2 2.5 N HCl 
100}; NH2-N 100 NHg-N 
80 80 
| 
60 60 P 
40r 40- 
20 20 
qo % 
—Stdn 5 10 15 —Stdn 5 10 iS" 


70% Abspaltung der gebundenen Phosphorsaure stattfand (Fig. 
11). Auf solehe Weise wurde aus 20g Phosphopepton 0.7 ¢ 
Bariumsalz einer Phosphoaminosdure erhalten. Nach der Analyse 
war es das Barium Serinphosphat. 

Bei dieser Darstellung des Serinphosphats war das Material 
das fermentativ bereitete Phosphopepton. Um das Serinphosphat 
auf rein chemischem Weg darzustellen, ist es wiinschenswert von 
der Phosphoseringlutaminsdure auszugehen, die wie oben erwihnt 
aus dem Saurehydrolysat des Kaseins isolierbar ist. Ich habe 
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daher das Phosphodipeptid der Hydrolyse durch 10 faches Volu- 
men 2.5 N freier Salzsiure unterworfen. Als nach 12.5 Stunden 
volistandige Peptidspaltung stattfand, blieb iiber 40% Phos- 
phorsaure noch gebunden (Fig. 12). 4.0g¢ Barium Seringluta- 
minsdurephosphat wurde dann zur Hydrolyse gebracht und aus 
dem Hydrolysat 0.5g Barium Serinphosphat erhalten. Darstel- 
lung des Serinphosphats aus dem Kasein ist also chemisch méglich. 

Ich habe dann die Spaltung des Serinphosphats und der 
Phosphoseringlutaminsaiure durch die 3 Typen Phosphomonoe- 
sterase untersucht. Bei jedem Versuch wurde die Hydrolyse des 
Glycerophosphats durch dieselben Monoesterasen vergleichend 
untersucht. Drei Substrate, namlich das Serinphosphat, die 
Phosphoseringlutaminsiure und das Glycerophosphat, konnten 
durch die Phosphomonoesterase III bei PH 9 mit fast gleicher 
Geschwindigkeit gespalten werden. Es war auch der Fall mit 
der Monoesterase II, die aus dem Reiskleienextrakt nach Sa- 
damitsu (1937) so gereinigt hergestellt wurde, dass sie das 
Glycerophosphat wohl hydrolysierte, aber auf das peptisch-tryptis- 
che Kaseinhydrolysat nicht mehr dephosphorierend einwirken 
konnte. Hin auffallendes Ergebnis war es, dass sowohl Serinphos- 
phat ais auch Phosphoseringlutaminsdéure durch die gereinigte 
Takaphosphatase, Monoesterase I, bei Pu 3.2 nicht gespalten 
werden konnte, wahrend das Glycerophosphat unter gleicher 
Bedingung selbstverstindlich gut hydrolysiert wurde. Ich habe 
andererseits durch dieselbe Takaphosphatase bei Pu 5.6 eine schwa- 
che, aber deutliche Dephosphorierung der Phosphoseringlutamin- 
siure beobachtet. Unter dieser Bedingung war die Glycerophos- 
phatspaltung auch schwach. 

Warum die Takaphosphoesterase bei PH 3.2, niimlich bei 
ihrem optimalen Pu, das Serinphosphat und die Phosphoseringlu- 
taminsaéure nicht, aber bei PH 5.6 schwach hydrolysiert, kann 
ich vorlaufig nicht erklaren. Es mag die Wirkung der darin 
eventuell beigemischten Phosphomonoesterase II sein, die optimal 
bei Po 5.6 wirkt. Leider war es experimentell schwer zu prifen, 
ob eine kleine Menge von der Monoesterase II wirklich in der 
gebrauchten Monoesteraselisung I beigemischt vorhanden war, 
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weil man bisher kein Substrat kennt, das ausschliesslich durch 
irgendeine Monoesterase, namlich I oder II, spezifisch hydrolysiert 
wird. Wenn vorausgesetzt wird, dass das Serinphosphat und die 
Phosphoseringlutaminséure tiberhaupt der Monoesterase I wider- 
stehen, aber durch die Monoesterase II und III hydrolysierbar 
sind, so sieht man hier ein interessantes Beispiel, dass der Phos- 
phorsiuremonoester von irgendeiner OH-Verbindung nicht dureh 
jeden Typus Monoesterase, sondern durch ein oder zwei Typen 
Monoesterase selektiv aufgespalten wird. Schon friiher hat Ho- 
tta (1934) angegeben, dass die Phosphorsiuremonoester der hy- 
droaromatischen Alkohole, z.B. des Cyclohexanols, Methyleyclohex- 
anols usw, wohl dureh die I und II Monoesterase, aber nicht 
durch IIT hydrolysierbar sind. Solange die Existenz einer spezi- 
fischen Monoesterase nicht bewiesen wird, die das Glycerophosphat 
nicht, wohl aber das Cyclohexanolphosphat oder Serinphosphat 
spalten kann, muss man die oben erwihnten Ergebnisse bloss als 
ein Beispiel der natiirlichen strengen Spezifitiét der Ferment- 
wirkung behandeln. Wenn es erlaubt ist, méchte ich bei solechem 
Fall das Wort Typenaffinitat der Substrate gebrauchen. 

Das Phosphopepton, das aus dem peptisch-tryptischen Hydro- 
lysat des Kaseins isoliert wurde, konnte durch die I, IJ und III 
Phosphomonoesterase nicht gespalten werden. Es bleibt dahin 
gestellt, warum die Monoesterase II und III, die das Phosphoserin 
und die Phosphoseringlutaminsdure ebenso leicht wie das Glycero- 
phosphat hydrolysieren, das Phosphopepton nicht aufspalten k6n- 
nen. Die Angabe von Sadamitsu, dass das peptisch-tryptische 
Hydrolysat des Kaseins unter Umstanden durch die Monoesterase 
spalten kann, spricht scheinbar gegen mein Ergebnis mit dem 
Phosphopepton. Aber die Konstitution des Phosphopeptons ist 
jetzt unbekannt und in dem peptisch-tryptischen Hydrolysat des 
Kaseins kann man ausser dem Phosphopepton noch eine Anwesen- 
heit von anderen phosphorierten, vielleicht einfacheren Poly- 
peptiden erwarten. Das Verhalten des isolierten Phosphopeptons 
einerseits und des Kaseinhydrolysats andrerseits, das ausserdem 
die phosphorierten und nicht phosphorierten Polypeptide enthiilt, 
braucht also gegen die Fermente nicht ohne weiteres gleich sein. 
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Welche chemische Konstitution der Phosphoseringlutaminsiure 
zuzuschreiben sei und welche Verinderung ihres Verhaltens gegen 
Monoesterase, falls die Amino- oder Carboxylgruppe der Phospho- 
seringlutaminsiure durch einen anderen Aminosdurerest besetzt 
wird, stattfindet, soll erst durch zukiinftige Studien geklirt werden. 


EXXPERIMENTELLER TEIL. 
I. Substrate. 


1. Darstellung des Phosphopeptons. 

200g Kasein (Merck) wurde in verdiinnter Natronlauge gelost, 
mit 10% HCl zu PH 1.8 angesduert, das gesamte Volumen mit 
Wasser auf 3000 cem gebracht, darin 5 g Pepsin (Merck) und aus- 
serdem einige cem Toluol zugesetzt. Die Verdauung liess sich 
bei 37° fortsetzen. PH-Verainderung wurde zeitweise durch HC]- 
Zusatz korrigiert. Nach 10 Tagen war kein Zuwachs des nach 
Willstatter alkoholisch titrierbaren COOH nachweisbar. Das 
Digestionsgemisch wurde mit Natronlauge zu Pu 8.2 alkalisiert 
und mit 100 ccm monoesterasefreiem Trypsin versetzt. Dieses 
Trypsin wurde in folgender Weise bereitet. 5g Trypsin (Merck) 
wurde in 45ccm Wasser gelost, mit verdtnnter Essigsaure zu 
Pu 4.1 angesduert, weiter mit 50cem 1% Tonerde C versetzt 
und eine Stunde in Wasserbad von 37° eingetaucht. Nach Zen- 
trifugieren wurde die iiberstehende Loésung gegen destilliertes 
Wasser 2 Tage dialysiert. Tryptische Verdauung auch bei 37° 
unter Korrigieren der Pu-Verschiebung durch Natronzusatz. Zu- 
wachs des COOH stand in 7-9 Tagen still. 

Das peptisch-tryptische Hydrolysat wurde mit 10% Bleiacetat 
versetzt, bis kein Niederschlag mehr erzeugt wurde, und filtriert, 
der Niederschlag mit Wasser 2 Mal gewaschen, in 200 ccm Was- 
ser suspendiert und mittels H.S entbleit. Das Filtrat von Blei- 
sulfid wurde einma] mit aktiver Kohle geklirt, von H.S durch 
CO, durch Erwarmen unter vermindertem Druck befreit und dann 
mit Barytwasser gegen Phenolphthalein neutralisiert. Die klar 
filtrierte Losung wurde mit gleichem Volumen <Aceton versetzt 
und der entstandene Niederschlag in kleiner Menge Wasser gelost, 
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nochmals mit gleichem Volumen Aceton gefallt und dann mit 
Aceton und Ather getrocknet. Zur Analyse wurde die Substanz 
im Vacuum bei 80° getrocknet und in Wasser gelost, die Losung 
mit Salzséure schwach sauer gegen Kongopapier angesduert, mit 
geniigender Menge K2SO, versetzt und mit Wasser auf bestim- 
mtes Volumen verdiinnt. BaSO, wurde gewogen. Das Filtrat 
vom Bariumsulfat diente zur N-Bestimmung nach Kjeldahl}! und 
zur P-Bestimmung nach Fiske und Subbarow. 


0.5623 g Praparat I lieferte:— 


0.0186 g P 3.3% 
0.0472 ¢ N 8.4% feavpanio72 
0.1564 g Ba 27.8% 

0.6026 g Praparat IT lieferte:— 
0,0192 g P 3.2% 
0.0424 ¢ N 7.0% Jeavemom1:48:2 
0.1702 ¢ Ba 28.2% 

0.5381 g Praparat III lieferte:— 
0.0185 g P 3.4% 
0.0428 2 N 8.0% jeavme=t5:2 
0.1585 g Ba 29.4% 


Praparate I, II und III wurden zusammen gemischt und 75 
g davon wurden mit 10 fachem Volumen 2.5N Salzsiure 10 
Stunden in siedendes Wasser eingetaucht. Weiter wurde das 
Hydrolysat nach Lipmann (1933) bearbeitet und endlich 10¢ 
Bariumsalz gewonnen. 


0.1852 ¢ Substanz lieferte: — 


0.0131 g P 71% 
0.0077 g N 4.2% 

Ie BN lath; oN =1:1.3:1.3: 
0.0771 g Ba 41.6% N:Ba:NH-N =1:1.3:1.3:1 


0.0061 g NH.-N 3.3% 


9g dieses Bariumsalzes wurden nochmals in gleicher Weise 
mit 2.5N Salzsaure 10 Stunden hydrolysiert und 3.2¢ Barium- 
salz gewonnen. Es war das Serinphosphat. Das bei 80° in 
Vacuum getrocknete Salz zeigte foleende Analyse- 
0.1461 ¢ Substanz lieferte:— 
0.01387 g P, 0.0065 g N und 0.0635 g Ba. 
Cz;H,NO,PBa (320) 
gef. 9.4% P, 4.4% N und 43.5% Ba, 
ber. 9.7% P, 4.4% N und 42.9% Ba. 
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2. Darstellung der Phosphoseringlutaminsiure. 


200g Kasein (Merck) werden in 500 ccm Wasser mit 424 
ecm konz. Salzsdure (d=1.19) versetzt und mit Wasser auf 
2000 ccm verdtinnt. 12cem von dieser Menge von konz. Sdure 
dienen zur Herstellung der kongoneutralen Kaseinlésung und die 
ubrigen 412 cem dazu, um die Konzentration der freien Salzsiure 
zu 2.5N aufzubringen. Das Gemisch wird im siedenden Was- 
serbad unter Riickflusskiihler 8 Stunden erhitzt und nach dem 
Abkthlen der Losung werden 99g BaCOz zugesetzt. Carbonat 
geht schnell in Loésung. Die Losung wird mit Ammoniak gegen 
Lackmus neutralisiert, unter vermindertem Druck kurz erwarmt, 
abgektihlt und filtriert. Das Filtrat wird: mit aktiver Kohle 
entfarbt, mit gleichem Volumen Alkohol versetzt und iiber Nacht 
im Hisschrank stehen gelassen. ‘Der abgesetzte Niederschlag wird 
abgesaugt und in 400 ccm Wasser gelost. Der grésste Teil geht 
in Lésung. Unldsliche Masse wird zweimal mit je 50 cem Was- 
ser digeriert und jedesmal klar filtriert. Die Losung, die ungefahr 
500 ecem betragt, wird mit 10% Bleiacetat versetzt, solange Nie- 
derschlag darin entsteht. Die Bleifallung wird einmal mit 50 
ecm Wasser gewaschen, dann in 50ccm Wasser suspendiert und 
mittels HS entbleit. Das entstandene Bleisulfid wird noch einmal 
mit HeS behandelt. Das klare Filtrat von Sulfid wird durch 
CO. von H2S befreit, von CO. durch kurzes Erwérmen unter 
vermindertem Druck befreit und mit gesdttigtem Baryt gegen 
Lackmus neutralisiert. Zusatz von gleichem Volumen Alkohol 
fallt das Bariumsalz der Phosphoseringlutaminsaure. Nach 20 
Stunden wird das Bariumsalz abgesaugt und durch Alkohol-Ather 
getrocknet. Ausbeute ca 7g. 

Die bei 80° im Vacuum getrocknete Substanz zeigte die fol- 
gende Analyse. 

0.1495 g Substanz lieferte 0.0568 g Ba 


0.0299 g ” ” 1.652 mg'K jeldahl-N 
0.01197g » ” 0.337 mg Van Slyke-N 
0.001197 g » ” 0.0727 mg P 


C;,Hy2N20,Baas (517) 
ber. 6.00% P, 541% N, 2.72% NH.-N, 39.9% Ba. 
gef. 6.08% P, 5.53% N, 2.81% NH--N- 28.0% Ba. 
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3. Darstellung der Serinphosphorsiure aus der 
Phosphoseringlutaminséure. 


4.0g¢ Bariumsalz der Phosphoseringlutaminsiure werden in 
20 cem Wasser gelost, mit 1.2 cem 10 N Schwefelsdure und 16 ccm 
konz. Salzsiure (d=1.19) versetzt, mit Wasser auf 80 ccm ver- 
diinnt und zentrifugiert. Die iiberstehende Lésung wird unter 
Riickflusskiihler in siedendem Wasserbad 12.5 Stunden erhitzt. 
Weitere Behandlung ist dieselbe wie bei der Herstellung des 
Bariumsalzes der Phosphoseringlutaminsdure. Ausbeute des Ba- 
rium Serinphosphats 0.5 g. 


0.1695 g Substanz lieferte 0.0692 g Ba 


0.0339 g ” ” 0.00150 g Kjeldahl-N 
0.01356g » . 9 0.000575 g Van Slyke-N 
0.00102 g » ” 0.000095 g P 


0,H,NO,PBa (320) 
ber. 9.7% P, 44% N, 4.4% NH.-N, 42.9% Ba. 
gef. 9.4% P, 44% N, 4.2% NHo-N, 41.4% Ba. 


4. Darstellung des Barium Serinphosphats aus dem 
Phosphopepton. 


Fermentative Bereitung des Phosphopeptons wurde wie zuvor 
erwahnt ausgefthrt. Ausbeute 60g aus 300g Kasein. Analyse 
des Priparats war wie folgt. 


0.3579 g Substanz lieferte 0.0979 g Ba—27.7% 


0.0716 g ” ” 0.00624 g Kjeldahl-N—8.7% 
0.0286 ¢ ” ” 0.000283 g Van Slyke-N—0.8% 
0.0286 g ” ” 0.000098 g P—3.4% 


P:N:NH.-N:Ba 1:5.6:0.5:1.8 


20g Phosphopepton werden in Wasser gelist, mit 0.8 cem 
10 N Schwefelsdure und 80cem konz. Salzsiure (d=1.19) ver- 
setzt, die Lisung mit Wasser auf 400 cem gemacht, zentrifugiert 
und die tberstehende Losung unter Riickflusskiihler bei 100°15 
Stunden erhitzt. 19.8g BaCO; werden dem abgekiihlten Hydro- 
lysat zugesetzt und die Losung wird dann mit Ammoniak neu- 
tralisiert. Das weitere Verfahren ist das gleiche wie zuvor. 
Ausbeute 0.7 g Barium Serinphosphat. 
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0.2169 g Substanz lieferte 0.08798 g Ba 
0.0434 ¢ ” ” 0.00198 g Kjeldahl-N 
0.00130¢ » ” 0.000126 g P 
CsH,NO,PBa (320) 

ber. 9.7% P, 44% N, 42.9% Ba. 

gef. 9.6% P, 4.6% N, 40.6% Ba. 


Il. Fermentversuch. 
A. Fermentlésungen. 


a) Phosphomonoesterase I....nach Inouye (1928) gere- 
inigte Takaphosphatase. 

b) Phosphomonoesterase II....nach Sadamitsu (1987) 
gereinigtes Reiskleienferment. 

¢) Phosphomonoesterase III. 
1. Schweinelungenferment nach Satoh (1935). 
2. Alkalische Hefephosphatase nach Kobayashi (1936). 


B. Versuchsanordnung. 


Die Versuchslosung war folgende: 
M/100 Substratlosung 3.0 ccm 
Fermentlosung 3.0 » 
Pufferlosung 6.0 » 
Wasser od M/20 MgCl, 3.0 » 

Konzentration des Phosphopeptons wurde auf seinen gesamten 
P-Gehalt bezogen. Natrium /-Glycerophosphat wurde umkrystal- 
lisiert. Bariumsalz des Phosphoserins, der Phosphoseringlutamin- 
sdure und des Phosphopeptons wurde vorher in wasseriger Lésung 
dureh Doppelumsetzung mit berechneter Menge K2SO,4 in Kalium- 
salz iiberfiihrt. Pufferlosungen waren M/10 Glykokoll-Salzsaure, 
M/2 Essigséure-Acetat und M/10 Glykokoll-Natron. Bei den 
Versuchen mit den alkalischen Phosphatasenlésungen wurde im- 
mer Magnesiumehlorid zugesetzt. Toluoliiberschichtung bei allen 
Fallen. Versuchstemperatur 37°. PuH-Bestimmung nach Indika- 
tormethode. P-Bestimmung nach Fiske und Subbarow. Die 
ermittelte P-Menge wurde fiir 1 ccm Versuchslosung umgerechnet 
und in den nachstehenden Tabellen angegeben. Die endliche 
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Konzentration der Substrate war M/500. 
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sollte also 0.062 mg P liefern. 


C. Ergebnisse, 


100%ige Hydrolyse 


1. Takamonoesterase. 
a) Serinphosphat. 
PH 3.1 Serinphosphat Glycerophosphat 
nach 4 P inmg ‘ 0.0201 
Stunden % Bots 
nach 22 P in mg ; 0.0442 
Stunden % 71.3 
PH 5.6 Serinphosphat Glycerophosphat 
nach 4 P inmg 0.0023 0.0047 
Stunden % 3.7 7.6 
nach 22 P in mg 0.0041 0.0173 
Stunden %o §.6 27.9 
b) Phosphoseringlutaminsdure. 
PH 3.2 Phosphoseringlutaminsaure Glycerophosphat 
nach 4 Pinmg 0.0207 
Stunden Io : 33.4 
nach 22 Pin mg 0.0473 
Stunden % e 76.3 
PH 5.6 Phosphoseringlutaminsiure Glycerophosphat 
nach 4 Pinmg 0.0016 0.0049 
Stunden Jo 2.6 8.0 
nach, 22 Pinmg 0.0073 0.0199 
Stunden % 11.5 31,1 


Uber das Phosphoserin und seine fermentative Hydrolyse. 303 


¢) Phosphopepton. 


PH 3S Phosphopepton Glycerophosphat 
nach 4 Pinmg 0.0148 
Stunden %o : 23.8 
nach 22 Pinmg 5 0.0382 
Stunden % 62.0 
2. Reiskleienmonoesterase. 
a) Serinphosphat. 
PH 5.6 Serinphosphat Glycerophosphat 
nach 4 Pinmg 0.0058 0.0059 
Stunden Jo 9.4 9.5 
nach 22 Pinmg 0.0105 0.0108 
Stunden % 17.0 17.4 
b) Phosphoseringlutaminsaure 
PH 5.6 Phosphoseringlutaminsaure Glycerophosphat 
nach 4 Pinmg 0.0038 0.0043 
Stunden % 6.1 6.9 
nach 22 Pin mg 0.0101 0.0105 
Stunden % 1G sBiM 17.0 
c) Phosphopepton. 
PH 5.6 Phosphopepton Glycerophosphat 
nach 4 P inmg ; 0.0051 
Stunden % 8.2 
nach 22 P in mg 0 0,0143 
Stunden % 23.2 
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3. Lungenmonoesterase. 


a) Serinphosphat. 


PH 9.0 Serinphosphat - Glycerophosphat 
nach 4 P in mg 0.0062 0.0063 
Stunden % 10.0 10.2 
nach 22 Pinmg 0.0191 0.0201 
Stunden % 30.2 32.6 
b) Phosphoseringlutaminsaure. 
PH 9.1 Phosphoseringlutaminsaure Glycerophosphat 
nach 4 P in mg 0.0058 0.0060 
Stunden % 9.4 9.7 
nach 24 P in mg 0.0198 0.0206 
Stunden % 32.0 33.2 
ce) Phosphopepton 
PH 9.0 Phosphopepton Gly cerophosphat 
nach 4 P in mg 0.0070 
Stunden % Ye 11.2 
nach 22 P in mg 0.0217 
Stunden % 35.0 


4. Alkalische Hefemonoesterase. 


a) Serinphosphat. 


PH 8.2 Serinphosphat Glycerophosphat 
nach 4 P inmg 0.0103 0.0136 
Stunden % 16.6 21.8 
nach 22 [P in mg 0.0156 0.0244 
Stunden % 2512, 40.0 
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b) Phosphoseringlutaminsiure. 


PH 8.2 Phosphoseringlutaminsadure Glycerophosphat 
nach 4 Pinmg 0.0113 0.0143 
Stunden %o 18.0 22.4 
nach 24 Pin mg 0.0194 0.0256 
Stunden % 31.0 41.3 
¢) Phosphopepton. 
PH 8.2 Phosphopepton Glycerophosphat 
nach 4 P inmg 0.0135 
Stunden : % : 21.8 
nach 24 P inmg 0.0278 
Stunden % 44.6 
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By virtue of the simplicity and rapidity of the procedure, and 
many other advantages, the Sb metal electrode is widely used for 
the estimation of pH. It is believed that the Sb metal electrode 
has a hardly soluble oxide film on its surface, and between the 
oxide film and H-ion in the solution there occurs a reversible 
electron exchange as follows: 


Sb(OH)3s2Sb°+30H’, or Sb(OH)3sSbO'+0H’+ H20. 


From either of them, the following equation may be deduced: 


2.303 RT 
= es — ————— pH @), 
EF 
where Eg, is potential of the Sb electrode against a saturated 
calomel electrode. 
Indeed, many investigators advanced many empirical equations 


of linear form as: 
Ey, =e—d-pH Cae 


but their e varies widely from each other, and their d also deviates 
more or less from the theoretical value Geos =*). 
This unconformity cannot be ignored, though it has not 
hitherto been noticed. 
If Es,—100mV, for example, the pH value will be, from 
Franke and Willaman’s equation, 1.48; but from Shukov and 
Awsejewitch’s equation, 2.28. 
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TABLE I, 
E=e+d.pH. (unit: V; standard: saturated calomel electrode) 


Authors e d 

Kolthoff & Hartong 0.0415) 0.0485 (1<pH<5 at 14°) 
0.009 | 0.0536 | (pH>8 at 14°) 

Lava & Hemedes 0.052 | 0.057 

Franke & Willamann 0.020 | 0.054 (25°) 

Harrison & Vridhachlam 0.0234] 0.0498 (30°) 

Itano 0.017 | 0.054 (18°) 

Britton & Robinson 0.018 | 0.0534 

Shukov & Awsejewitch —0.021 | 0.053 (20°) 

Parks & Beard 0.000 | 0.05915 (25°) 

Uemura & Sueda —0.0007 | 0.0538 

Tomiyama —0.010 | 0.0567 (20°) 


Only a few investigators, however, pointed out this discre- 
paney. In 1932, Bodforss and Holmqvist pointed out the 
unreliability of the oxide film theory. They demonstrated that 
a similar E-pH-equation was satisfied also by the tartarate buffer 
or hydrofluoric acid solution, in which oxide film could not exist 
because of its high solubility. Moreover he noticed that in a 
tartarate buffer or hydrofluoric acid solution the Sb electrode 
showed a far more negative potential than in an acetic acid solution 
of the same pH. He concluded “Das Potential kann bei demselben 
pH von dem Anion der Saure und wahlscheinlich auch von ihrer 
Konzentration bedingt sein (Anioneneffekt). Die Verwendung von 
Antimon zur pH Bestimmung von Loésungen unbekannter 
Zusammensetzung ist eo ipso verwerflich.” Yoshimura _ also 
noticed that the potential of the Sb electrode was markedly higher 
in a MeIlvain’s buffer than in a phosphate mixture of the same 
pH, and hence that the Sb electrode was not suitable for general 
pH determination. 

All the equations offered by many authors take the form (2), 


where e is a constant and d is also a constant not far from 2303 RT 
| F 


I am going to adopt a similar equation, provided that d is exactly 
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sone but where e need not necessarily b 
: y be a constant. The 
present purpose is to examine whether e is surely a constant in 
solutions of various sorts and concentrations of both acids and 
buffers. If it remains a constant or, at least, an univalent function 
of pH, the Sb electrode might be recommended as a useful pH 
determining electrode. On the contrary, if it is not the case, it 
may be worth while to examine how e varies. 
With quinhydrone electrode the potential Egy is related with 


pH as follows: 
2.303 RT 
Equ=eoa— - pH (3) 


About the same solution, from (1) and (3), 


esp =Caqu— (Equ—Hgp), where egy is given (456.8 mV). 


Thus e (or es) can be calculated from Egy and Kgy. 


APPARATUS AND PROCEDURE. 


Since Uh] and Kestranek published their discription of an 
antimony metal electrode in 1923, many types of Sb electrode have 
been offered. I have used an olive-formed metal with a covered 
copper wire. It is smoothed with emery until a fairly smooth 
surface is secured. It is then dipped in a small “éprouvette” 
containing a sample solution, and is coupled with a saturated 
calomel electrode by way of a saturated KCI solution. The poten- 
tial of the Sb electrode (Es,) or of a quinhydrone one (Egu) is 
measured potentiometrically. With a quinhydrone electrode, the 
measurement, of course, can be proceeded to immediately. As for 
an Sb electrode, however, a few minutes standing is required before 
the measurement is carried out. During the first few minutes, the 
potential moves very rapidly, but after a lapse of time the potential 
drift becomes slow enough. (Later this point will be mentioned 
again.) I have used no thermostat. Hach time I have recorded 
the room temperature, which ranged from 13° to 26°C. However, 
the temperature coefficient of the Sb electrode is so small that the 
variation of room temperature can be reasonably ignored. 
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F \ 
EXPERIMENTAL RESULTS AND DISCUSSION. 


In the first place I have studied whether or not e is a constant 
or at least a variable depending only on pH, no matter what the 
kind of acid may be. Table II reveals the fact that the values 
of e deviate from each other to a wide extent, when examined with 
several kinds of acid solution of the same pH value. 


TABLE II. 
e of acids at equal pH. 


Acids pH e(mV) 
HCl ial 15 
HCl 2.00 45 
HsPO. 2.06 5 
Lactic 2.15 k 
Oxalie 2.12 -4 
Tartaric 2.10 ~5 
HPO; 2.02 —24 
Citric 20 —25 
HCl Soli 45 
Oxalic 2.95 41 
Acetic 3.00 33 
Citrie 3.00 29 
Suecinie 3.10 26 
HePO. 3.00 17 
HPOs 3.01 15 
Tartaric 3.00 14 
Lactic 2.95 3 
Acetic 8.87 28 
Lactic 3.80 24 


In the second place the influence of various kinds of acids and 
their concentrations upon e was studied. The acids used were 
hydrochloric, sulphuric, nitric, phosphoric, metaphosphoric, acetic, 
oxalic, citric, and tartaric; and dilutions of their solutions varied 
from 5 mol to 0.001 mol. As shown in Table III, the e of various 
acids and various concentrations differ largely from each other. 
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TABLE IIT. 
e and the dilution of acids. 

Cone. (M)| pH |e (mV)|Cone. (M)| pH |e (mV)//Cone. (M)| pH |e (mv) 

HCl HNO, H.S0, 
0.2 0.68 5 0.1 1.18 3 ne 0.57 —22 
0.06 23 30 0.01 2,01 28 0.3 0.83 33 
0.02 1.52 36 0.001 3.08 40 0.1 1.18 30 
0.006 1.98 45 0.03 1.59 auf 
0.002 2.42 45 0.01 1.98 39 
0.0006 2.85 43 0.003 2.45 38 

H3PO, HPO, Acetic 
5 0.60 —46 5 0.98 —39 5 1L.7d 18 
0.05 1.67 Zale’ 1 1.03 —28 il 2.28 36 
0.005 2.44 12 co 1.28 — 26 0.3 2.52 38 
0.002 2p leg 0.1 1.60 —25 0.1 2.80 41 
0.001 3.07 LT 0.03 2.02 —18 0.03 3.06 39 
0.0005 3.36 22 0.01 2.43 - 1 0.01 3.36 41 
0.003 2.78 18 0.003 3.00 37 
0.001 3.24 24 0.001 3.89 38 
0.0003 4.10 36 

Oxalic Tartaric Citric 
0.5 0.86 —35d ab 1.57 —22 0.1 2.12 — 22 
0.1 1.26 —2 0.1 2.18 0 0.03 = Zio —10 
0.03 1.66 —13 0.01 2.64 7 0.01 2.56 — 7 
0.01 2.05 — 4 0.001 3.16 14 0.003 2.87 — 1 
0,003 2.45 PAA 0.001 3.15 29 
0.001 2.95 41 0-:0003 3.54 39 


For instance, in the solution of 0.1 mol, the highest value observed 
was 41 mV for acetic acid, while the lowest was —25 mV for m-phos- 
phoric acid. Within a certain kind of acid e also differs at various 
concentrations and, without exception, becomes more and more posi- 
tive when dilution goes on. Of course, the degree of increase of e 
For acetic acid and 


for each acid does not go with the same pace. 


some others, where e is highly positive even in a concentrated solu- 
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tion, its increase with dilution is scarcely distinct. On the other 
hand, for citric acid and others, where e is negative in the concén- 
trated solution, the value of e increases steadily with dilution and 
finally takes a positive value as high as acetic acid. That is to 
say, on diluting, different values of e observed in different acids 
converge on a certain positive number. This ultimate value was 
attained about at 0.0001 mol regardless of the kind of acid. (Table 
IV). This positive number may be called the undisturbed value 
of e, which can be depressed more or less at the higher concentra- 
tions by acid radicals of different sorts. But we have failed so 


TABLE IV. 
e of acids of 0.0001 M. 


Acids pH e(mV) 
HCl 4.16 38 
HNOs 4.07 37 
H2SOx 4,14 40 
HsPO. 4.13 39 
HPOs 4.09 38 
Acetic | 4.30 40 
Oxalic 4.03 41 
Tartari¢ 4.12 35 
Citric 4.00 34 

Average 38 


far to find any relationship between the magnitude of the effect 
and chemical or physico-chemical properties of the acid (such as 
basicity, strength ete.). 

We have seen that many acids produce a depressing action on 
the value of e, which fades away when the concentration of acid 
becomes very dilute. I have therefore tried to find whether or not 
this effect may be changed when a part of the acid is neutralized 
with KOH. Table V gives the values of e of concentrated acid 
solutions when neutralized with an increasing amount of concen- 
trated KOH solution. (the KOH solution used is so concentrated 
that the concentration of the acid as a whole is maintained prac- 


Antimony Metal Electrode for pH Determination. 


TABLE V. 
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The Effect of the neutralization of acids with concentrated KOH on e. 


— 


Neutralization Dilution 
re Cone. 

pH | e pH e 

HCl (0.2 M) 
0.68 5 0.68 3s 0.2 M 
1.26 ae 1.23 30 0.06 
1.68 32 1.52 36 0.02 
2.16 30 1.98 45 0.006 
2.69 Sy 2.85 43 0.0006 
B43} 41 

HPO, (0.3 M) 
1.22 —29 0.60 —46 5 M 
1.76 —25 1.67 — 3 0.06 
2.44 —25 2.44 12 0.005 
3.10 —12 3.07 a Wi 0.001 

HPO; (1 M) 
1,30 —26 1.28 —26 0.3 M 
1.44 — 32 1.60 —25 0.1 
1.83 —31 2.02 —-18 0.03 
2.58 — 23 2.43 —" 0.01 
Syl —16 3.24 24 0.001 

Acetic (0.1 M) 
2.80 41 2.80 41 One 
Sal) 37 3.06 39 0.03 
3.31 PAS) 3.36 41 0.01 
3.46 36 3:57 30 0.003 
3.85 ff 3.89 38 0.001 
4,12 35 4.10 36 0.0003 
4.63 if 

Oxalice (0.2 M) 
as) —30 1.26 —24 0.1 M 
137 — 26 
1.59 —22 1.66 —-13 0.03 
2.02 —18 2.05 — 4 0.01 
2.56 —11 2,45 21 0.003 
3.05 —14 2.95 41 0.001 

Citric (0.1 M) 
2.12 — 22 2.12 —22 01 M 
2.38 —20 2Do —10 0.03 
2.77 —14 2.87 —1 0.003 
3.03 —14 3.15 29 0.001 
3.00 —14 3.54 39 0.0003 
3.72 —12 
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TABLE VI. 
Dilution of Buffer and e. 
Buffer: 1m Citric acid 30¢.c.+5 M KOH 4.«.¢. 


Dilution pH e 
al 3.00 —29 
10 3,12 = : 
100 3.29 6 
1000 3.65 33 


tically unchanged.) Comparing it with Table III, the pH shift is 
quite similar; but the concentration of the total acid is unchanged 
in the former, though in the latter it diminishes rapidly. Aithough 
in the former, e becomes somewhat more positive with the pH 
increase, the increase is. here far smaller than in the latter. Table 
VI gives the e of a buffer solution diluted from 1 mol to 0.001 mol. 
Its inversion from low negative to high positive is as marked as 
that of acid. Table VII shows that the e of fully neutralized salts 
holds the same ranking as that of non-neutralized acid. These 


TABLE VII. 
e of acids neutralized with cone. KOH solution. 


Acids(1 M) pH € 
HCl « . 6.10 25 
Acetic 7.40 15 
HsPOx, 7.30 —13 
Citric 7.40 —33 


findings suggest to us that the depressing action of acid can hardly 
be attributed only to the concentration of free acid molecules or 
to that of acid anion, but there must be something occurring 
between the antimony electrode and the acids referred to. 

As for d, the coefficient of the pH term in the equation (2), 
many authors gave their own values, which differed from each 


other but did not exceed the number ecoOHNy Measuring the 
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potential of the Sb electrode in buffer solutions of known pH, they 
collected the data of Eg, and pH, from which they obtained each 
empirical formula. But they used only one or two buffers series 
(such as MeIlvain’s series, Clark and Lubs’s series, Sdrensen’s 
series, Prideaux and Ward’s series ete.), or in other words only 
one or two acid solutions neutralized partially and in varying 
amounts with concentrated alkali solution just as I have examined 
them in Table V. It is therefore quite natural that e or d, as given 
in Table I does not agree and that the latter is always a little 
smaller than obaS EN a 

The antimon electrode has many irregular errors. It has long 
been discussed whether or not the surface and ecryestal structure 
might effect its accuracy, and a large number of investigations 
have been reported on the influence of the method, preparation of 
the electrode and of the purity of the material. According to the 
results of my experiment, there exists a considerable difference of e 
even among the individual electrodes prepared by the same 
process and of the same material. Again, the time factor also 
comes as the same electrode gives a different e after a lapse of a 
few month: More than this, the Sb electrode shows, so to speak, 
a historical effect. This fact may be demonstrated by an experi- 
ment, where the values of e of the solution of sereval acids (hydro- 
chloric, sulphuric, phosphoric, acetic, oxalic and citric) were 
measured in varied succession. In this experiment, the same acid 
solution gave a different e according to the difference of the acid 
solution, in which the electrode was previously used for the de- 
termination of e. (Table VIII). Lastly, it is also a cause of 
irregular errors as the antimony electrode does not arrive at a 
constant potential, but tends to drift somewhat. As table IX shows, 
the Sb electrode is installed in a solution and is left unstirred, so 
that the potential tends to approach a definite value quickly at 
first, then slowly. That is why I have read the potential a few 
minutes after immersion. But even after several hours, the poten- 
tial does not reach a definite value, and whenever the solution is 
stirred, a potential recovery toward the initial value will be 
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Tasue VIII. 


Permutation 
, série : Esp (mV ) 
1. HCl (0.1 N) — 52 
2. Oxalic —160 
I 3. Citrie —166. 
4, Acetic —135 
5 ‘HigPOx¢ © § => 78 7 7 ; 
6. H2SOx — 62 if eae TII Diff. 
1. Acetic ~144 HCl — 52, |. ~ 68, | — 57 
2. HsPO. — 87 HeSO, — 62,| — d7,| — 68 
Ir 3. HeSOs — ot HsPO. — 78,| — 87,| — 78 
4. Citric —170 Acetic —135, | —144, | —131 
5. Oxalie — 161 Oxalie —160, | —161,| —155 
6. ‘HCl’ = 68. Citric +166, | —170, | —167 
1. Citric —167 
2. HCl — 57 
3. Oxalie —155 
EET a: TSO, Ge 
5. HsPO¢ — 78 
6. Acetic S131 


TABLE IX. 


The potential shift of Sb electrode immersed quietly in a solution. 


Time Citrie acid 1 M Acetic acid 1 M 
Bg —133 mV. —140 mV. 
10” —148 —149 
B07 +151 +151 
alg —154 —152 
of —155 —154 
Bn —156 —155 
ay —156 —156 
KO? =156 —159 
stirring 
ibe. —119 —140 
10” +138 —149 
30” —142 —151 
Aig —145 —152 
or —147 —154 
oe —147 —155 
ey —147 —156 
LOY —148 =159 
80’ —155 
150’ —160 
240° —170 
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instantaneously observed. 
In order to avoid these troubles, I repeated numerous experi- 
ments and satisfactorily obtained the above results. 


SUMMARY. 


The potential of the Sb electrode is not determined merely by 
the pH of the solution, but is also influenced (and indeed is always 
depressed) by the nature and concentration of the acid radical 
contained in the solution, more or less. The depressing action is 
most intensive in tartaric, m-phosphoric, oxalic and citric acid; 
sulphuric, phosphoric and nitric acid are less active, while in 
hydrochloric and acetic acid it is hardly detectable. The depress- 
ing action is remarkable in concentrated solutions and fades away 
with dilution, becoming scarcely detectable at 0.0001 mol. These 
characteristics are thoroughly maintained even when the acid solu- 
tion is neutralized partially or totally with alkali, such as NaOH, 
KOH, Ca(OH). or Ba(OH)es. This is the chief reason why the 
Sb electrode cannot be used for pH measurement. More than this, 
there are many factors of accidental errors which disturb the 
reproducibility of the measurement. 

The author wishes to express his heartfull thanks to Prof. S. 
Kakiuchi, of Tokyo Imperial University for his helpful criticisms. 
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UBER DIE GALLE DES “AKAJEI’-FISCHES 
(DASYATIS AKAJEI) UND DIE 
KONSTITUTION DES SCYMNOLS. 


Von 


HIDEZO ASHIKARI. 


(Aus dem Biochemischen Institut Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 21. September 1938.) 


Obwohl die Quelle der Gallenséiure noch nicht festgestellt ist, 
sind doch viele Autoren, wie Thannhauser (1928), Jenke (1932) 
und Shimizu (1934) sich darin einig, dass die Gallenséiure aus 
verschiedenen Steroiden herstammt, welch letztere nach Reich- 
stein (1938) aus den niedrigeren Kohlehydraten gebildet werden 
diirften. 

Diese Auffassung iiber die Bildung der Gallensaure aus 
Steroiden ist durch die Auffinding der kohlenstoffreicheren Gallen- 
sduren (Shimizu, Oda u. Kazuno 1934/36 und Yamasaki u. 
Yuuki 1936), von a-Scymnol (Hammarsten 1909) und Tetra- 
oxybufostan (Makino 1933) in der Galle stark bekraftigt worden ; 
alle diese Stoffe kénnen als eine Zwischenstufe zwischen Steroiden 
und Gallensaure betrachtet werden. 

Das Scymnol von der Formel Co;H4g.0; wurde zuerst von 
Windaus, Bergmann u. Konig (1930), dann von Tschesche 
(1931) chemisch konstitutionell eingehend untersucht und es wurde 
folgendes Formelbild (I) in Erwahnung gezogen. 


CH; CH; 


24 


| | 
OH a aaa 
0 
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Die Stellung emer, sekundaren Alkoholgruppe im Ring A und 
des Oxydringes bleibt ‘noch ganz unentschieden. Nach Tschesche 
(1931) ist die Triketosiure CosH 305, die iiber Chlor-oxytriketo- 
carbonsiure aus dem Seymnol hergestellt wurde, mit der Dehydro- 
cholsiiure nicht identisch, sondern isomer, und wird durch partielle 
Reduktion nach Clemmensen zur bekannten 7.12-Diketocholan- 
siure tibergefiihrt. Demzufolge wurden die Stellungen der zwei 
sekundiren Alkoholgruppen am C7 und Cy, festgestellt und die der 
dritten als vermutlich am Cy im Ring A angenommen. Die Alkohol- 
eruppe in der Stellung am Cy, ist aber bis jetzt weder im Molekiil 
natiirlicher Steroide noch in dem der Gallensdure beschrieben 
worden; trotz der Tschescheschen Behauptung scheint also die 
Haftstelle der HO-Gruppe am Cy, sehr unwahrscheinlich zu sein. 

Gelegentlich wurde mir eine grdssere Menge Galle eines 
Knorpelfisches “Akajei” (Dasyatis akajei) zur Verfiigung gestellt. 
Aus dem Hydrolysat von 700 cem Galle wurden 11 ¢ fast reines 
Seymnol und daneben eine kleine Menge Cholséure erhalten. 

Das reine Seymnol zeigt Hammarsten-Yamasakische 
Reaktion (1909-1933), genau wie die Cholsiure. Das aus Hssig- 
ester oder Essigester-Methanol umkrystallisierte Seymnol schmilzt 
bei 187-189°, sein Tetraacetat bei 148°. 

Um weiteren Einblick in die Konstitution des Seymnols zu 
gewinnen, wurde das reine Tetraacetat einer energischen Oxydation 
durch Chromséure unterworfen. Aus dem sauren Anteil des Reak- 
tionsgemisches wurde nach der UHydrolyse eine Trioxysdure 
CosH4905 vom Schmelzpunkt 198° mit 10-20% iger Ausbeute er- 
halten, die sich mit Cholsdure als identisch erwies. Die Siure 
heferte bei milder Chromsiéureoxydation anstatt der Tschesche- 
schen Triketosdure die bekannte Dehydrocholsiure C24H3,0; vom 
Schmelzpunkt 236,5°. Es ist jedenfalls tiberraschend, dass sich 
alle Alkoholgruppen des Scymnolmolekiils unter so milden Beding- 
ungen vollstandig acetylieren lassen, dass die sekundiire Alkohol- 
gruppe am Cie des Cholsduremolekiils nicht. einbegriffen wird 
(Windaus, 1930; Wieland, 1932). 

Der Oxydring zwischen Co, und Co; ist am wahrscheinlichsten, 
da die Entstehung der Cholsiure bei der oxydativen Abspaltung 
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des Seymnols nur bei Vorhandensein des Oxydringes am Coq 95 
begreiflich ist. Demnach kann das Seymnol als 3.7.12-Trioxy-24.25- 
oxydpseudocholestanol (-27) bezeichnet und endgiiltig dureh fol- 
gendes Formelbild ausgedriickt werden. 


CH; cB 
| 
OH CH-CH,-CH:CH—C-CH,OH 
CH cee Aas 27 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


700 cem muzinfreie Galle wurden unter Ansaiuerung mit ver- 
dinnter Salzséure mit Petrolaither geschiittelt, um sie von Gallen- 
fett zu befreien. Die so behandelte Gallenfliissigkeit wurde nach 
Verjagen des zuritickgebliebenen Petrolaithers mit Wasser auf das 
urspriingliche Volumen gebracht und mit 70g Kaliumhydrooxyd 
in iiblicher Weise 30 Stunden lang hydrolysiert, wobei sich eine 
dick6lige Masse abschied. Diese wurde von der Mutterlauge 
abdekantiert und mit warmem Wasser tunlich zu Harz angeriihrt. 
Die ungeloste Fraktion wurde als Scymnolfraktion, die geldste 
getrennt als Cholséurefraktion verarbeitet. 


1. Scymnolfraktion. 


Diese mit warmem Wasser behandelte Fraktion (ea. 30 @) 
wurde auf der Tonplatte gut getrocknet und dann mit Essigester 
auf dem Wasserbad digeriert, wobei sie sich in ein krystallinisches 
Pulver verwandelte. Die rohe Materie, die schon bei 185° schmolz, 
betrug ca. ll g. Sie wurde in Essigester unter Zusatz einer kleinen 
Menge Methanol gelost und allmahlich auf dem Wasserbad ein- 
eeengt. Dann krystallisierte sie in prismatischen Nadeln. Diese 
Behandlung wurde noch einige Male wiederholt. Das reine Seymnol 
schmilzt bei 187-189°, nach Umkrystallisieren aus absolutem 
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Alkohol bei 191-192°, unter schwacher Sinterung bei 189°. Bei 
Hammarsten-Yamasakischer Reaktion farbt sie sich prachtvoll 
blauviolett, wie dies bei der Cholsdéure der Fall ist. 

4,410 mg Subst.: 11,205 mg COz, 4,005 mg H:0.*) 


CxHisOs;CHsOH Ber. CO 69,65 H 10,45 
Geta 09, S0nme mnLO,1Ge 


Sceymnoltetraacetat. 1g reines Scymnol wurde mit frisch 
destilliertem Essigsiureanhydrid ca. 2 Stunden lang in 15 ccm 
trocknem Pyridin gekocht. Nach dem Erkalten wurde das Reak- 
tionsgut unter Umriihren in 300 cem Hiswasser eingegossen. Das 
dabei abgeschiedene Harz wurde in Ather aufgenommen, die Ather- 
losung erst mit verdiinnter Salzsiure, dann mit Wasser gut 
gvewaschen und verdampft. Der Riickstand wurde mehrmals aus 
Methanol umkrystallisiert. Ausbeute 0,7 g. Prismen vom Schmelz- 
punkt 148°. 

3,624 mg Subst.: 9,011 mg COs, 2,988 mg H:O. 
CssH5100 Ber. C 67,91 H 8.80 
Gef. ., 67,75  ,, 9,28. 

Cholsaure aus Scymnoltetraacetat. 1g Acetat wurde in 10 eem 
Hisessig geldst und unter Erwarmen (bei 80—-90°) mit einer 10 
Yigen Hisessig-Chromséurelésung vorsichtig versetzt, bis sich das 
Oxydationsmittel nicht mehr entfairbt. Dabei wurden meistens 
innerhalb 80 Minuten 15 cem Chromsiurelésung verbraucht. Das 
Reaktionsgemisch wurde in die mit Hiswasser vermengte Natrium- 
bisulfitlosung eingegossen und die dabei abgeschiedene Fallung in 
Ather aufgenommen. Die Atherlésung wurde mit 5%iger Soda- 
losung ausgezogen und mit verdiinnter Salzséure ausgefallt. Die 
abgesaugte Fallung (ca. 0,4 g) wurde mit einer 10% igen Kalilauge 
3 Stunden lang hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde mit ver- 
dinnter Salzsdure ausgefallt. Die abgesaugte getrocknete Fallung 
wurde erst mit Ather digeriert, dann aus Essigester umkrystalli- 
siert. Die dabei erhaltenen Krystalle wurden wieder aus Alkohol 
mehrmals umkrystallisiert. Tetraeder vom Schmelzpunkt 197-198°. 
Sie zeigten Myliussche Reaktion und mit reiner Cholsiure keine 


*) Dieses Material wurde aus Essigester-Methanol umkrystallisiert. 
Schmelzpunkt 191°. 
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Schmelzpunktdepression. Ausbeute aus 3g Tetraacetat insgesamt 
0,7 g. 
Spezifische Drehung: 0,297 g Subst. im 10 ccm abs. Alkohol, 
1=2dm, a=+0,22°, [a]%=+437,04°. 
5,247 mg Subst.: 13,540 mg COs, 4,687 mg H:0. 
CoH 00s Bota GO: 70,55 ctl. O87 
Get; 45, .70;38 55 10/110; 
Dehydrocholsiure. 0,2 g der Séiure wurden in 0,5 cem EHisessig 
gelost und mit einer 10% igen Hisessig-chromsdurelésung in tiblicher 
Weise oxydiert. Die so erhaltene Ketosdure wurde mehrmals aus 
Alkohol umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzpunkt 236,5°. Keine 
Schmelzpunktdepression mit reiner Dehydrocholsaure. 
3,651 mg Subst.: 9,565 mg COs, 2,727 mg HO. 
CosHsi05 Ber. © 71559 H 8.51 
Get. .;-71;45 537 8.00. 


2. Cholsiurefraktion. 


Diese Fraktion wurde mit verdiinnter Salzsdure ausgefallt. 
Die Fallung wurde in verdiinntem Ammoniak gelost und von der 
ungelosten Masse abfiltriert. Das ammoniakalische Filtrat wurde 
mit einer 10%igen Bariumchloridlésung versetzt, wobei sich eine 
kleine Menge Fallung abschied. Die von Bariumfallung abfiltrierte 
Flissigkeit wurde mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt, die dabei 
abgeschiedene schmierige Fallung wieder in Ammoniak gelést und 
mit 10%iger Bariumchloridlésung gefallt. Das Filtrat wurde mit 
verdiinnter Salzsiure gefallt. Die dabei abgeschiedene Masse 
wurde aus Methanol-Essigester oder Methanol-Wasser umkrystalli- 
siert. Tetraeder vom Schmelzpunkt 196°. Ausbeute 93,6mg. Sie 
zeigte Myliussche und Hammarsten-Yamasakische Reaktion 
und mit reiner Cholsdure keine Schmelzpunktdepression. 

5,208, 5,143 mg Subst.: 13,413, 13,231 mg COs, 4,637, 4,598 mg H20. 


Cos 4005 Ber. C 70,53 E9387, 
(Germs Onl Ga... 9,908 L000: 
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UBER DIE BESTANDTEILE DES ATHER- SOWIE 
ALKOHOLEXTRAKTS DES “MATSUDAKE”- 
PILZES (ARMILLARIA EDODES). 


Von a! 


TAKASI SASAKI. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Med. Fakultéit Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 21. September 1938) 


In den meisten hoheren Esspilzen kommt wie von: Zellner 
(1908/35) nachgewiesen wurde, Ergosterin (Provitamin D2) vor. 
’ Das Sterin in Cortinellus Shiitake wurde zum ersten. Mal von 
Sumi (1929) und Higashi (1931) als Ergosterin erwiesen. Die 
bisherigen Untersuchungen der Sterine des “Matsudake’’-Pilzes sind 
aber noch liickenhaft; in diesem Pilze kommt nach Ikeguchi 
(1919) ein anderes, Myecosterol genanntes, Sterin vor. Spater 
haben Tamura u. Tomita (1924) und Furuta (1920) itiber die 
Gegenwart von sog. “Mycosterol” im “Matsudake”-Pilz berichtet, 
welches aber damals nicht rein genug gewesen zu sein scheint. 

Gelegentlich wurde mir eine grosse Menge von “Matsudake”- 
Pilzen zur Verfiigung gestellt; daraufhin habe ich mich mit der 
Untersuchung des Ather- sowie Alkoholextraktes dieses Pilzes 
beschaftigt. Aus dem Atherextrakt des Pilzpresssaftes wurden 
Ergosterin und eine neue Oxystearinséure, und aus dem wisserigen 
Presssaft Bernsteinséure und Mannit gewonnen. 

Der Riickstand des Presssaftes wurde mit Alkohol erschopfend 
extrahiert, woraus wieder Ergosterin und Mannit gewonnen 
wurden. 

Der Ubersichtlichkeit halber werden die Ausbeuten an 
isolierten Substanzen in folgender Tabelle zusammengestellt. 
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65 kg frische Pulze. 


Presssaft Riickstand | Gehalt 
g g g mg% 
Ergosterin 1 eo) 14,5 18,0 PALE 
Oxystearinsaure O50) — 5,5 8,5 
Bernsteinsaure 10,7 — . 10,7 16,5 
Mannit 22,5 7,0 29,5 45,5 


Das erhaltene Sterin schmilzt bei 160-161°, hat [a]p 
——130,19° und sein Acetat schmilzt bei 170-171°. Es zeigte 
alle fiir Ergosterin charakteristischen Farbenreaktionen. Nach 
Ikeguchi (1919) soll das sog. “Mycosterol” gegen Bromlésung 
bestindig sein, wahrend das hier erhaltene Sterin in Brom-Hisessig- 
losung unter griiner Verfarbung zerstort wird (Tortelli-Jaffe- 
sche Reaktion). Sumi hat bereits (1933) gravimetrisch iiber den 
Gehalt der verschiedenen hdheren Pilze an dem mit Digitonin 
fallbaren, als Ergosterin) angenommenen Sterin berichtet, und 
zwar hat er den Gehalt des “Matsudake”-Pilzes an Ergosterin als 
0,03% angegeben. Dieser Wert stimmt mit den oben angegebenen 
Ziffern iiberein. 

Was die Zuckerarten in den Pilzen anbetrifft, so kommen 
Mannit, Trehalose und’ Glukose weit verbreitet vor. Im “Matsu- 
dake”’-Pilze wurde auch Mannit in einem héheren Prozentsatz vor- 
gefunden. ' 

Hier wurden im “Matsudake’-Pilze interessanterweise Bern- 
steinsiure und Oxystearinsiure vorgefunden, welch erstere aber 
bekanntlich in niedrigeren Pilze vorkommt. 

Die gesattigten Fettsduren, wie Stearinsiure, Palmitinsiure, 
Cerotinsdéure und Ketostearinsiure, kommen in héheren Pilzen vor. 
Die letztgenannte wurde von Bougault (1911) aus einigen Pilzen 
isoliert und Lactarinsiure C;sH3,03 genannt. Oxyfettsaure, 
insbesondere Oxystearinsdure, ist aber bis jetzt in keinem Pilz 
gefunden worden. Die Oxystearinsiure C,sH3.03 krystallisiert in 
schmalen Tafeln vom Schmelzpunkt 88° und liefert durch milde 
Chromsaureoxydation eine Monoketosiure C1gH3,03 vom Schmelz- 
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punkt 83-84°, die mit der Lactarinsiure Bougaults nicht 
identisch ist. Diese Ketosiure liefert bei Clemmensenscher 
Reduktion mit guter Ausbeute eine Stearinsdure, CysH3g02. Die 
Stellung der Oxygruppe dieser Oxystearinsaure blieb leider unent- 
schieden. Diese Oxystearinsiure steht aber der von Windaus 
(1926) aus Hiihnergalle isolierten Oxystearinséure (Fp 82°) sehr 
nahe, wie aus folgender Tabelle erhellt. 


Schmelzpunkt 
aus dem “Matsudake”-Pilz aus Hiihnergalle 
Oxystearinsiure 87-88° 82° 
Ketosaiure 83-84° 83-84° 
Methylester 48-49° 48° 
Aethylester 40-41° = 


Der Unterschied der beiden Oxystearinséuren scheint also 
auf der sterischen Verschiedenheit der Oxygruppe zu beruhen. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


65 kg frische Pilze wurden gut zerkleinert und nach zwei- 
stiindiger Digestion mit dem 23 fachen Volumen lauwarmen 


Wassers abgepresst. 


A. Der Rickstand. 


Der. getrocknete Riickstand (8kg) wurde mit Alkohol 
erschopfend extrahiert; beim Einengen des Extraktes schied sich 
ein Steringemisch krystallinisch aus. Das vom Steringemisch 
abfiltrierte Filtrat wurde unter Wasserzusatz mehrmals aus- 
geathert; die aus diesem Atherauszug abgeschiedene Fraktion 
wurde mit dem obigen Steringemisch vereinigt. 

1. Ergosterin. 

Das Steringemisch wurde mit einer 10%igen ‘alkoholischen 
Kalilauge eine Stunde lang hydrolysiert, am nachsten Tage ab- 
gesaugt und mit Wasser gut gewaschen. Der Riickstand wurde 
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mittelst Soxhletsches apparates mit Ather erschépfend extrahiert, 
wobei insgesamt 14,5¢ farblose Krystallnadelm erhalten wurden. 
Diese Krystalle wurden aus Essigester bzw. Alkohol wiederliolt um- 
krystallisiert. © Blattchen vom Schmelzpunkt 160-162°. Sie zeig- 
ten mit. dem von Prof. Asano freundlichst tiberlassenen. remen 
Ergosterin keine Schmelzpunktdepression. Fir die Uberlassung 
des reinen Ergosterins méchte ich ihm meinen herzlchsten Dank 
aussprechen. 
Spezifische Drehung: 0,0795 ¢ Subst. in 10 cem Chioneformi 
-t=2 dow, w= = 207°; fa = —430,19°. 
3,988 mg Subst.: 11,863 mg COs, 3,889 mg H20, 
©2sH4s0-C2HsOH Ber. .¢,81,37 H 11.39 
Get . wSL1s ~ 1098 
Sie-zeigten Tortelli-Jaffesche und umgekehrte Salkowski- 
sche Reaktion nach Windaus. 
Ergosterin-Acetat. 1g Sterin wurde in Essigsaureanhydrid 
30 Minuten gekocht. Das mit Wasser gefallte Acetat wurde aus 
Alkohol umkrystallisiert. Blittchen vom Schmelzpunkt 170-171°. 
3,780 mg Subst.: 11,342 mg COs, 3,595 mg H:20. 


Cx0H4002 Ber. C 82,12 H 10,58 
Get.7 3, oi593) 5 lOO 


Aus dem vom Ergosterin getrennten Filtrat wurde kein ein- 
heitliches Sterin eewonnen. | 7 

2. Mannit. 

Nachdem das von krystallinischem Steringemisch getrennte 
alkoholische Filtrat unter Zusatz von Wasser ausgeithert wurde, 
wurde es im Vakuum eingeengt, wobei es zu einem Krystallkuchen 
erstarrte. Der Kuchen wurde mit Alkohol digeriert und ab- 
gesaugt. Grauweisse Krystallmasse. Ausbeute 9,5g. Sie wurde 
aus verdiinntem Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Prismatische 
Nadeln vom Schmelzpunkt 165°-166° mit schwach siissem Gesch- 
mack. Sie zeigten bei der Mischprobe mit reinem Mannit aus 
“Shiitake”-Pilz keine Schmelzpunktdepression. 

3,840 mg Subst.: 5,586 mg COs, 2,695 mg HO. 


CcoHisOc Ber. C 39,54 H AGS 
Get! ,, 39,67 are 


Ather- sowie Alkoholextrakt des “Matsudake”-Pilzes. 329 


B. Der Presssaft. 


Der Presssaft wurde im Vakuum bis auf Syrupkonsistenz 
eingeengt und mit Ather mittelst des Kumagawa-Sudoschen 
Apparates erschépfend extrahiert, wodurch die Lésung in Ather- 
auszug und wasserige Fraktion getrennt wurde. 

a. Atherauszug. 

Der mit Wasser vermengte Atherauszug wurde mehrmals mit 
Wasser gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und eingeengt, 
wobei sich ein Krystallisat abschied. Aus dem Waschwasser 
wurde, wie unten genau beschrieben wird, Bernsteinséiure ge- 
wonnen. 

1. Ergosterin. Das Krystallisat (3,52) aus dem Ather- 
auszug wurde aus Essigather oder Alkohol umkrystallisiert. Tafeln 
von Schmelzpunkt 160-161°. In allen Higenschaften erwiesen sie 
sich als mit Ergosterin identisch. 

2; Oxystearinséiure. Die von Ergosterin getrennte Mutter- 
lauge wurde weiter eingeengt, wodurch sie zu einer gallertigen 
Masse erstarrte. Nach dem Digerieren mit Petrolather wurde sie 
abgesaugt, zwischen Filtrierpapieren abgepresst und weiter mit 
Ather digeriert. Die abgesaugten Krystalle (1,9g) wurden mehr- 
mals aus Essigester bzw. Petrolather umkrystallisiert. Lange 
schmale glanzende Tafeln vom Schmelzpunkt 88°. Die Saure ist 
in Ather und in Alkohol leicht, in Petroléther und in Essigester 
schwer léslich und gegen Bromlésung besténdig. Sie drehte das 
polarisierte Licht nicht. Ihr Natriumsalz ist in kaltem Wasser 


schwer, in warmem leicht léslich. 


3,520, 3,085 mg Subst.: 9,275, 8,160 mg COs, 3,770, 3,265 mg H.O. 
CisH 2602 Ber. C 71,92 H 12,08 
Gef. ,, 71,82, 72,14 ,, 11,98, 11,84. 


Der in Blattchen krystallisierende Methylester der Saure 
schmilzt bei 53-54° und der in breiten Tafeln krystallisierende 
Athylester bei 55-58°. Das Acetat der Saure ist dlig und nicht 
krystallisierbar. 

Ketostearinséiure. 0,3 g Oxysaure wurden in 20 ccm Hisessig 
suspendiert und mit Chromsaurelésung (0,2g CrOs in 10¢em 
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Essigsiiure) oxydiert. Nach einigen Stunden wurde das Re- 
aktionsprodukt durch Wasserzusatz ausgefallt. Die abgesaugte 
Ketosiure (ca. 0,3¢) wurde aus Essigester oder verdinntem 
Alkohol umkrystallisiert. Schmelzpunkt 83-84°. 
4,305, 3,279 mg Subst.: 11,410, 8,700 mg COs, 4,400, 3,350 mg H:20. 
CisH 3103 Ber. C 72,41 H 11,49 
Gef. ,, 72,28, 72,36 ,, 11,43, 11,43. 

Der in iiblicher Weise bereitete Methylester (kleine Schuppen) 
bzw. Athylester der Ketosiure schmilzt bei 48-49° bzw. 40-41°. 
Sein Athylesteroxim schied sich als dlige Masse aus. 

Semicarbazon. 50mg Ketosdure wurden mit Semicarbazid- 
hydrochlorid und Natriumacetat in Alkohol 25 Minuten lang 
gekocht. Das so erhaltene Semicarbazon wurde aus verdtinntem 
Alkohol umkrystallisiert. Rautenformig angeordenete Krystall- 
schuppen vom Schmelzpunkt 119-120°. 

2,619 mg Subst.: 0,2665eem N (771mg Hg, 18°). 
CisH3s;O3Ns Ber. N 11,83. Gef. N 11,63. 

Stearinsdure aus Ketosdure. 0,2¢ Ketosaure wurden in 10 
ecm Hisessig mit 5g amalgamiertem Zink unter nachherigem 
Zusatz von 20 cem Salzsiure-Hisessig-Gemisch (10 cem Essigsaiure 
+10cem konzentrierte Salzséure) gekocht. 

Nach iiber 2 Stunden wurden die dabei abgeschiedenen Kry- 
stalle abgenutscht und aus Hisessig umkrystallisiert. Breite Tafeln 
vom Schmelzpunkt 71-72°. Sie zeigten mit reiner Stearinsdiure 
keine Schmelzpunktdepression. 

3,230, 3,360 mg Subst.: 8,985, 9,325 mg COs, 3,600, 3,800 mg HO. 
CisH 3602 Ber, ©. 75,97 dal Ler 
Gef. ,, 75,87, 75,69 ,, 12,47, 12,65. 

Aus dem von Oxystearinséure getrennten Filtrat wurden noch 
3,6 g derselben Oxyfettsdure erhalten. 

3. Bernsteinsiure. 

Das Waschwasser, mit welchem der aus dem Presssaft bereitete 
Atherauszug gewasechen worden war, wurde im Vakuum eingeengt, 
wobei sich ein flockiger Niederschlag abschied. Das davon ab- 
filtrierte Fitlrat wurde weiter auf dem Wasserbad eingeengt. Beim 
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Erkalten krystallisierte ein Aggregat von Krystallnadeln aus. Die 
abgesaugten Krystalle (10,7 @) wurden aus Wasser mehrmals um- 
krystallisiert. Prismen vom Schmelzpunkt 182-183°. Sie zeigten 
beim Erhitzen ihres Ammoniumsalzes mit Zinkstaub eine deutliche 
Pyrrolreaktion und mit reiner Bernsteinsiure keine Schmelzpunkt- 
depression. 


Titration: 0,1002 g Subst. verbrauchten 16,93 cem N/10 NaOH. 
Aqivalent fiir CsHeO. (2 basisch) Ber. 59,0 Gef. 59.2. 
Das Bariumsalz dieser Dicarbonséure wurde mittelst Barium- 
carbonates hergestellt und mehrmals aus Wasser umkrystallisiert. 


0,1103, 0,1060 g Subst.: 0,1020, 0,0917 g BaSOu. 
C.H.0.Ba Ber. Ba 54,22 Gef. Ba 54,42, 53,91. 


b. Wasserige Fraktion. 

Nachdem diese Fraktion von der mit Tanninlosung fallbaren 
Substanz befreit wurde, wurde sie zur sirupdésen Konsistenz ein- 
geenet und mit Alkohol extrahiert. Aus diesem Alkoholextrakt 
wurde durch Einengen wiederum Mannit mit einer Ausbeute von 
22.52 erhalten. Prismatische Nadeln vom Schmelzpunkt 165-166°. 
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UBER DAS VERHALTEN DES CARNOSINS 
GEGENUBER ENZYMLOSUNGEN 
VERSCHIEDENER HERKUNFT. 


Von 


AYAKO SASAKI. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultit 
Nagasaki Direktor: Prof. Dr. S, Utzino.) 


(Eingegangen am 30. September 1938) 


Als konstanter Bestandteil des Muskelgewebes von ver- 
schiedenen Tierarten ist die Verbreitung des Carnosins, das aus 
f-Alanin aufgebaut und dessen Bedeutung in _ physiologischer 
Hinsicht noch nicht aufgeklart ist, schon seit friiher bekannt, 
wahrend es bei den Invertebraten und bei einer Gruppe von 
Fischen, bei den Anacanthinen fehlt (Clifford, 1921). Was das 
enzymologische Verhalten des Carnosins betrifft, so ist dartiber 
viel Unsicheres angegeben worden. Nach der Literatur von 
Clifford (1921) soll das Carnosin weder von Pepsin noch von 
Trypsin, wohl aber vom Erepsin gespalten werden, wobei jedoch 
keine experimentellen Belege angegeben sind. 

Wenn man hier die Ergebnisse der Ereptasewirkung auf die 
aus /-Aminosaure aufgebauten Dipeptide in Betracht ziehen darf, 
sind a-Aminoacyl-f-aminosduren (EK. Abderhalden u. Mitar- 
beiter, 1929, 1929, 1931) (S. Utzino, 1931) z. B. Glycyl-6-alanin 
(BE. Abderhalden u. F. Reich, 1929) oder Glycylphenyl-f- 
alanin (S. Utzino, 1931) und sowie 6-Aminoacyl-a-aminosauren 
(EK. Abderhalden u. Mitarbeiter, 1929, 1930) z. B. f-Alanyl-dl- 
leucin (E. Abderhalden u. F. Reich, 1929) sehr widerstands- 
fahig gegentiber Erepsin und Trypsin-Kinase, wahrend nur 
$-Alanyl-l-tyrosin (E. Abderhalden, T. Ryndin u. BE, Schwab, 
1930) durch Trypsin-Kinase zu 47% gespalten werden kann. 

Nach der Angabe von E. Abderhalden und W. Geidel 
(1931) sollte Carnosin nur zu 5,5% und auch synthetisches 
B-Alanylhistidin zu 9,0% durch Erepsin angegriffen werden, 
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wihrend einige /-Aminosiure enthaltende Tripeptide durch 
Erepsin oder durch Trypsin-Kinase mehr oder weniger hydroly- 
siert werden koénnen (z. B. dl-Leucyl-f-alanyl-di-leucin u. dl-Leucyl- 
f-alanyl-l-tyrosin; E. Abderhalden, Th. Ryndin u. E. Schwab, 
1930). 
Wie in der vorigen Mitteilung (Sasaki, 1938) berichtet 
worden ist, konnte das Carnosin in guter Ausbeute aus dem Ex- 
traktivstoffe des Sardinenfleisches (Maiwashi) gewonnen werden. 
Um ein weiteres zur Kenntnis des enzymologischen Verhaltens des 
Carnosins beizutragen hat Verf. unter Leitung von Prof. Dr. S. 
Utzino die vorlegenden Versuche angestellt. 

Aus den erzielten Ergebnissen geht hervor, dass das Dipeptid 
sehr leicht nur durch Leberenzym angegriffen werden kann, 
wihrend es den anderen Gewebsenzymen sowie auch Magen-, 
Darm- oder Pankreasenzym sehr stark widersteht. 

Hier sei besonders erwahnt, dass weder Nieren- noch Muskel- 
gewebe das Peptid bei schwach alkalischer Reaktion hydrolysieren 
konnten. Die Optimalreaktion der Carnosindipeptidase der 
Fischleber (Schollenleber) liegt bei Pu 7,4. Zur Kontrolle der 
Enzymwirkung verschiedener Herkunft wird die Abspaltung des 
Diglycins in der Tabelle angegeben. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Fermentlosung. Frische Schweine- od. Kaninchenorgane 
wurden in einer Reibschale zerkleinert, mit der 2 fachen Menge 
Glycerin gut verrieben, durch Gaze koliert und im BHisschrank 
aufbewahrt. 

Versuchsansatz. 0,1115 g¢ Carnosin wurden in 10 cem Wasser 
gelost (1/20 Mollésung), mit 10cem Pufferlésung und 2 cem 
Fermentlésung versetzt und unter Toluolzusatz bei 37°C digeriert. 
Zur Kontrolle wurden 2cem Fermentlisung mit 10 cem Wasser 
und 10 ccm Puffer ohne Substrat unter Toluolzusatz unter den 
gleichen Bedingungen der Digestion unterworfen. Nach Ablauf 
einer gewissen Frist wurde die Acidititszunahme in 5cem der 
Digestionslésung uach Sérensen titriert. In den Tabellen sind 
die kontrollierten Zahlen angegeben. 
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TABELLE I. 
Carnosinspaltung durch Lebermazerationssaft (pH 7,6). 
‘ Aciditatszunahme in 5 eem Digestat 
Enzymarten = (cem 0,1 n-NaOH) 
: Carnosin Diglyein 
: (1) (2) 
Kaninchen 24 0,20 0,15 0,60 
48 0,40 0,45 0,75 
72 0,45 0,45 0,90 
Schwein 24 0,60 6335 —_— 
48 0,55 0,30 _ 
72 0,55 0,40 3 
Fisch (Scholle) 24 0,35 0,30 = 
48 0,55 0,55 aa 
72 0,55 0,45 > 
TABELLE II. 
Optimal-pH der Carnosindipeptidase der Fischleber (Schollenleber). 
Aciditaétszunahme in 5 cem Digestionslosung 
Zeit (cem 0,1 n-NaOH) 
pH 
Std. 7,0 2} 7,4 7,6 7,8 8,0 
24 0,0 0,05 0,25 0,10 0,05 0,10 
48 0,05 0,30 0,40 0,40 0,25 0,25 
72 0,10 0,30 0,55 0,85 0,35 0,35 


Die Tabelle I und II zeigen, dass das Carnosin durch 
Leberenzym angegriffen werden kann und die maximale Hydrolyse 
durch Fischleberenzym bei Px 7,4 auftritt. 


TABELLE III. 
Carnosinspaltung durch Nierenmazerationssaft (pH 7,6). 


Acidititszunahme in 5 cem Digesonslosung 
Zeit (eem 0,1 n-NaOQH) - 
BEnzymarten Std 
: Carnosin Diglycin 
(1) (2) 

Kaninchen 24 0 0 0,90 

48 0 0 1,05 

72 0,05 0,05 1,05 
Schwein 24 0,05 0,15 0,75 

48 0,10 0,15 0,85 

72 0,05 0,05 0,85 
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TABELLE IY. 
Carnosinspaltung durch Mazerationssaft der Diinndarmschleimhaut (pH 7,6). 


oe ei Aciditaitszunahme in 5 ccm Digestat 
Zeit (cem 0,1 n-NaOH) 
Enzymarten Std =e. 
Carnosin Diglyein 
(1) (2) ‘ 
Kaninchen 24 0 0 0,75 
48 0 0 0,90 
72 0 0,10 0,90 
Schwein 24 0,05 0,05 0575 
48 0 0,05 0,90 
72 0,10 0 0,90 
TABELLE V. 


Carnosinspaltung durch Muskelmazerationssaft (pH 7,5). 


Aciditatszunahme in 5 ecem Digestat 
Zeit (cem 0,1 n-NaOH) 
Enzymarten Std : : 
Carnosin Diglyein 
(1) (2) 

Kaninchen 24 0 0,05 0,20 
48 0,05 0,10 0,30 
72 0,10 0,05 0,40 
Schwein 24 0 0 0,50 
48 0,05 0,05 0,70 
72 0 0,05 0,75 


Wie aus Tabelle III, IV und V ersichtlich, widerstand 
Carnosin diesen Enzymlosungen der Niere, des Diinndarms und 
Muskelgewebes. 


TABELLE VI, 
Carnosinspaltung durch verschiedene Enzymarten. 


Aciditaéitszunahme in 5 eem Digestat 

Enzymarten eM cq oe 

Std. 
Carnosin Diglyein 
(1) (2) 
> Kaninchen 24 0,05 0 0,20 
Dickdarm- 48 0 0,10 0,20 
schleimhaut 72 0,05 0,05 0,40 
pH 7,6 


Verhalten des Carnosins gegeniiber Enzym. 337 


Kaninchen 24 0 — 0 
Magen- 48 0 =) 0 
schleimhaut 72 0 == 0 
H 2,0 
Kaninchen 24 0,20 —_— 0,55 
Milz 48 0,20 —_ 0,85 
pH 7,6 72 0,20 —_ 0,95 
Trypsin 24 0,05 0,10 0, 
(Griibler ) 48 0,10 0,10 0 
jd bieqa) 72 0,05 0,10 0,05 


Aus Tabelle VI ersieht man, dass Carnosin auch fast nicht 
durch Magen-, Dickdarmschleimhaut oder Trypsin-Griibler ange- 
eriffen werden kann. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Das Carnosin (aus Sardinenfleisch isoliert) wird durch 
Lebermazerationssaft (Kaninchen, Schwein u. Fisch) bei schwach 
alkalischer Reaktion hydrolysiert. Die optimale Reaktion der 
Carnosinhydrolyse durch Fischleberenzym liegt bei Px 7,4. 

2. Das Dipeptid widersteht den anderen Gewebsmazerationen 
(Niere u. Muskel) oder den Enzymlosungen aus Verdaunngstraktus 
(Magen, Diinndarm, Dickdarm u. Trypsin-Griibler) wahrend diese 
Enzymlosungen (ausser Magen und Trypsin-Griibler) sehr leicht 
Diglycin angreifen konnen. 
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STUDIES ON THE MECHANISM OF CREATINE 
FORMATION. 


II. The Production of Creatine from Guanidocompounds 
and the Significance of Guanidomaloniec Acid. 


By 


SHIN-ICHI SHIBUYA. 


(From the Institute of Biochemistry, Tokyo Imperial University. 
Director: Prof. S. Kakiuchi.) 


(Received for publication, September 30, 1938) 


I. IntTRODUCTION. 


In order to explain the formation of creatine within the 
animal body, two mechanisms may be supposed: either creatine is 
synthesised from comparatively simple substances, for instance, 
urea and glycine, or guanidine and glycine, etc.; or it is produced 
through the oxidation of some more complicated guanidocompounds 
such as arginine, and allied substances. The author has been 
carrying out a series of experimental researches in order to get 
some direct evidence in this problem. In my first communication 
(1937) I reported on experiments, both of perfusion of rabbit 
liver and of incubation with the sliced organ, indicating that 
glycocyamine (guanidoacetic acid) may be converted into creatine 
by the animal body. This conclusion is in accord with the former 
observations of several other investigators, although my researches 
were tested under different experimental conditions. Moreover, I 
observed that the perfusion of rabbit liver with a solution of glyco- 
coll mixed with arginine and thyroxine seemed also to induce the 
production of creatine. However, according to the result of my 
previous experiments with sliced tissue, in which glycocyamine 
alone was effective for the production of creatine, glycocyamine is 
likely to play a réle as an intermediate product in the formation 
of creatine in the animal body. If such is the case, the question 
arises, from what substances can glycocyamine itself be produced 
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in the organism? This point is still entirely obscure. The present 
study was made as an attempt to clarify this problem, and due 
consideration was given to the choice of: a reliable and sensitive 
method for the detection and quantitative estimation of the 
creatine-bodies, and to different experimental conditions (1.e., on 
the whole animal body, on the isolated liver and on sliced liver- 
tissue ). 


IJ. Mersops. 


A. Biological essays. 


In this study the author chiefly used the method of incubation 
with sliced rabbit liver, under the same conditions mentioned in 
his first report. Sliced liver is likely to have less metabolic activity 
than liver in vivo or in perfusion experiments; nevertheless the 
method was generally adopted for the sake of its simplicity and 
for the possibility or a reliable control in a blank test vessel. 


B. Determination of the creatine-bodies. 


The method was described in my first report; however, some 
observations in the course of the experiments, in which the determi- 
nation of glycocyamine was needed, induced me to some further 
improvement, relating to the choice of the reagent used for the 
removal of the proteins. 

If we wish to determine the amount of glycocyamine by means 
of Jaffé’s reaction, it is necessary to convert it into elycoecyamidine 
by heating at 160°C for a given time. In such a case if some 
glycocoll is present in the solution, it,gives a fairly strong coloration 
with trichloroacetic acid (see Table I). Therefore the deproteini- 
zation is better obtained by tungstie acid. Trichloroacetic acid 
filtrate however can also afford a reasonable value at a higher 
temperature, if comparison is made with a similarly treated control 
solution. Heating at a higher temperature, for instance 160°C, 
always causes a slight decomposition of the creatine, therefore it 
should generally be avoided except in the case of glycocyamine 
determination. 
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TaBLeE I. (Rabbit No. 47) 
Total creatinine equiv. 
Exp. _ M. R.8.)) oe Ave Method of 
No. iver = solution?) removing 
gm. ce: protein A B 
mg.% mg.% 
iL 3.007 ey — Tungstic acid) 8.18 9.06 
2 3.002 ” a= Trichloro- 8.15 9.02 
acetic acid?) 
3 3.007 ” 0.5 Tungstie acid 8.18 9.00 
3.025 ” i Trichloro- 8.26 10.30 
acetic acid 


1) M. R. S.=Modified Ringer’s solution prepared by mixing 10 cc. of 
carbonate-free Ringer's solution and 4 ¢c. of isotonic NaHCOs solution. 

2) Glycocoll soln.: 10 mg./ce. 

3) The method is described here. 

4) The same method described in my first report. 

A: Values obtained by heating at 120°C. for 45 minutes in an autoclavé. 

B: % 9 160°C. oD ” 

Description of tungstic acid deproteinization: A definite 
amount of tissue (about 3 gm. in the case of sliced liver) is rubbed 
with 2gm. of purified quartz sand and a small amount of water 
in a mortar to a fairly uniform paste; 1.8 cc. of 2N H.S8O,4 and 
about 15 ce. of water are then gradually added to the paste, while 
rubbing and stirring are continued for 8 minutes. The rubbing 
and stirring are further continued for 2 minutes with addition 
of 5ec. of 10% Naz2WO42H20 solution. By this treatment the 
whole proteins are converted into insoluble precipitates, while the 
creatine-bodies remain in the solution. The mixture is then trans- 
ferred to a 50 cc. volumetric flask by the aid of some water, filled 
up to the mark with water, thoroughly mixed, and after standing 
for one hour or longer, filtered. 15 or 20 cc. of the filtrate are 
measured out into a 30cce. glass-stoppered and short-necked flask 
and 2 ce. of a solution containing 35 gm. of crystalline lead acetate 
in 100 ee. are added to it. The following steps for the estimation 
of the creatine-bodies are just the same as stated in my first com- 
munication. The T. C. E. in Tables II, III, V, VI, VIII, TX and 
XVIII,_5 were determined by the trichloroacetic acid method, those 
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in ‘Tables 1V;,, VU, X, XI, X11, XIE XIN XVI and XVIII¢ 
were estimated by the tungstic acid method. 


Ill. ExprriIMENTAL. 


1. Experiments with arginine or argime acid 
together with other compounds. 


Arginine alone is not transformed into creatine, either in ex- 
periments of perfusion or of incubation with rabbit liver. On 
the contrary, perfusion experiments in rabbit liver with a solution 
of arginine mixed with glycocoll and thyroxine led to a moderate 
increase of the total creatinine equivalent. Negative results were 
obtained, however, in incubation experiments with a mixture of 
the same substance. This fact induced me to a more careful study 
. in this direction, under varied experimental conditions; however no 
positive results could be obtained with sliced liver (Table II-IV). 


TABLE II. (Rabbit No. 48) 
Exp Sliced Symbol of Main substances T.C.E. in liver after 
Me F liver |the incubation added to the 3 hrs. incubation 
: gm. medium ineubation medium mg.% 
cdl 3.026 Ay = 16.2 
2 3.057 Ao Arg., glye. 16.1 
3 3.022 Ag Arg., glyc., NH3 16.4 


Composition of Ai: 15 ce. of M.R.S. 

As: 15 ec. of M.R.S.+1 ce. or arginine carbonate(20mg.) soln. 
(corresponding to 20 mgs. of the substance ) +lee. of gly- 
cocoll (20 mg.) soln. 

As: 15ce. of M. R. S.+1 ce. of arg., carb. (20 mg.) soln.+1 ec, 
of glyc. (20 mg.) soln.+1 cc. of NHz (10 mg.) soln. 


Tasie IIT. (Rabbit No. 49) 
Noe ee Re of Main substances T.C.E. in liver after 
Te iver |the incubation ; added to the 3 hrs. incubation 
gm. medium incubation medium mg.% 
1 3.001 LAG — 26.0 
2 3.022 As; Arg., glye., thyr. 26.0 
3 3.044 Ag Arg., glyc., thyr., NHs. 25.9 
4 3.047 INS Arg., glyc., thyr., NHa, 25.9 
CuSQ,. 
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Composition of Ay: 15 ec. of M. B.S. 
As: ldece. of M. BR. §.+0.2 ce. of arg. carb. (4mg.) soln.+ 
0.2 ce. of glye. (4 mg.) soln.+1 ce. of thyroxine (0.05 mg.) 
suspended in isotonic NaHCOs; soln. 
Ace: As+0.2 ce. of NH3 (2mg.) soln. , 
A;: Ac+0.5 ee. of CuSO. (M/100). 


Tasie IV. (Rabbit No. 50) 
xp Sliced Symbol of Main substances T.C.E, after 4 hrs. 
aS liver | the incubation added to the incubation mg. 
gm. medium incubation medium found eale. 

1 3.023 | a == 0.400 — 

2 3.060 TAS Blood. 0.674 == 
3 3.021 AGo Blood, arg., glye., thyr. 0.670 0.677 
4 3.024 Au Blood, arg., glyce., thyr., 0.670 0.673 

gluta. 


Composition of As: 15 cc. of M. R.S. 

Ao: 15ece. of defibrinated rabbit blood diluted 1.6 times with 
M. R. S. 

Aw: 15 ce. of defibr, dil. blood +0.5 ce. of agr. carb.(5 mg.) soln. 
+0.5 ce. of glye. (5 mg.) soln. +0.5 ce. of thyr. (0.025 mg.) 
susp. 

An: Aw+0.5 ce. of Na glutaminate (5 mg.) soln. 

After 4 hrs. incubation, 0.5 cc. of arg. carb. (5 mg.) soln., 0.5 ec. of glye. 
(5mg.) soln. and 0.5 ec. of thyroxine (0.025 mg.) suspension were added respec- 
tively to As and A» before extraction of the creatine-bodies. 


Felix and Miiller (1936) stated that the administration of 
arginic acid to the rabbit increased the amount of the creatine 
excretion in the urine, and concluded that this increase was 
partially due to a new production of the substance. Using the 
arginic acid prepared by the method reported by them, I studied 
its behaviour in incubation experiments (Table V). 


TABLE V. (Rabbit No. 51) 
E Sliced Symbol of Main substances T.C.E. in liver after 
x. D- liver | the incubation added to the 3 hrs. incubation 
e gm. medium incubation medium mg.% 
af 3.067 Ais — 20.7 
2 3.035 Aisz Arg. acid, glye. 20.7 
3 3.061 Aus Arg. acid, glye., thyr. 20.8 
4 3.067 Ais Arg. acid, glyc., thyr., 20.7 
NHs. 
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Composition of Aw: 15 ce. of M. R. S. 
Ai: 15ec. of M. RB. §.+0.5 ce. of arginic acid (10 mg.) soln. 


+0.5 ce. of glye. (10 mg) soln. 
- Au: Ais+1lec. of thyr. (0.05 mg.) susp. 
Ais: Au+0.3 ec. of NHs (8 mg.) soln. 


As can be seen from the above tables, neither arginine nor 
arginic acid under the experimental conditions outlined above gave 
rise to an increase of the T. C. E. Judging from these results, 
arginine or arginic acid are not likely to be converted into creatine 
under such conditions. As stated later, the increase of the T. C. E. 
after perfusion of the liver with arginine, glycocoll and thyroxine 
is probably not produced by the split of the arginine with the aid 
of glycocoll and thyroxine.. Rather it seems that glycocoll may 
be converted into creatine by the help of arginine and thyroxine. 


2. Experiments with urea or argunne and other 
substances, especially glycocoll. 


It has been supposed by some authors that creatine is produced 
by synthesis from urea and glycine or related substances. The 
following experiments were carried out in order to test whether this 
hypothesis is tenable or not. 


TaBLE VI. (Rabbit No. 52) 
Exp. Sliced Symbol of Main substances T.C.E. in liver after 
Ro. liver |the incubation added to the 4 hrs. incubation 
gm. medium incubation medium mg.% 

‘i 8.012* ie — 21.9 

7 i? 

2 3.019 Aa poke 4 ate 
3 3.007* ING Urea, glyc., NHsz. 21.9 

} Diff. 0.4 
4 3.010 Ais Urea, glyc., NHs. DS 


* Liver was immersed in a boiling water bath for 3 minutes before ineuba- 


tion began. 


Composition of Aw: 15 cc. of M. R. 8. 
Aur: =A 
Ai: 15ce. of M. RB. S.t+1lec. of urea (15 mg.) goln.+1 ee. of 
glyc. (27 mg.) soln.+0.5 ce. of NHs (5 mg.) soln. 
Ax: = Ais 
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After 4 hrs. incubation, 1 ce. of urea (15 mg.) soln., lec. of glye. (27 mg.) 
soln. and 0.5 ce. of NH; (5 mg.) soln. were added respectively to Ais and Au: 
before extraction of the creatine-bodies. 


Taste VII. (Rabbit No. 53) 
Exp Sliced Symbol of Main substances T.C.E. in liver after 
No s liver | the incubation added to the 4 hrs. incubation 
gm, medium incubation medium mg.% 
iff 3.020 Azo a 7.80 
2 3.045 Ag; Urea, glyc., Na acetate, 7.83 
NHzs, thyr. 
3 3.007 Ase Urea, choline, N Hs, thyr. 7.82 


Composition of As: 15 cc. of M. B.S. 


An: 15ce. of M. R. S.4+1lee. of urea (10 mg.) soln.+1 ce. of 
glye. (27 mg.) soln.+0.5 ce, of Na acetate (10 mg.) soln. 
+0.3 ce. of NHs (3mg.) soln.t+lec. of thyr. (0.12 mg.) 
susp. 

Ax»: 15ce. of M. BR. 8.4+1ce. of urea (10 mg.) soln. +Choline 


hydrochloride 20 mg.+0.3 cc. of NH: (3 mg.) soln.+1 ce. 
of thyr. (0.12 mg.) susp. 


Instead of urea, arginine was tried, under activation of liver 
arginase by means of MnS0Oq,, in view of the possibility of the 
transitory production of some labile intermediate compound from 


arginine. 
Taste VIII. (Rabbit No. 54) 
T.C.E. in liver 
aoe Sliced Symbol of Main substances mg.Yo 
N $4 ‘| liver |the incubation added to the 
: gm. medium incubation medium Without | After 3 hrs. 
incubation | incubation 
1 3.003 Aog Glye., MnSO.. 9.66 — 
2 3.020 Acs Arg., glye., MnSOu. 9.65 == 
3 3.050 Ags Glye., MnSOs.. —_— 9.68 
4 3.026 Age Arg., glyc., MnSO.. a 9.68 


Two of the incubation mixtures (Exp. No. 3 and 4) were allowed to stand 
for 3 hrs. in a thermostat, thus avoiding the bubbling of a current of oxygen 
and shaking, which may impair the action of arginase. 
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Composition of Ass: 14 ce. of carbonate-free Ring er’s soln.+5 ce. of Sdoren- 
sen’s glycocoll-NaOH mixture* (glyc. 26.3 mg.) +1 ce. of 
M/100 MnSO.. 

Au: 12ce. of carbonate-free Ringer’s soln.+5cce. of Sdren- 
sen’s glycocoll-NaOH mixture (glye. 26.3 mg.) +2 cc. of 
arg. carb. (20 mg.) soln.+1 ce. of M/100 MnSO,. 

Ags: = Avs { } 

Ase — Ass t 

* S$rensen’s glycocoll-NaOH mixture consists of 7.0ce. of M/10 gly- 
cocoll soln. containing NaCl and 3 cc. of N/10 NaOH (pH 9.25 at 37°C.). 


Abderhalden and Méller(1927) state that when a mixture 
of liver paste and muscle paste suspended in Ringer’s solution 
was allowed to stand for 36-48 hours together with a mixture of 
choline and arginine or choline and urea, a moderate increase of 
the T. C..E. was observed. In my experiments, however, no such 
increase could be observed (Table IX). 


TasLe IX, (Rabbit No. 55) 
Ex Sliced | Sliced Symbol of Main substances | T.C.E. after 3 hrs. 
ster liver | muscle | the incubation added to the incubation 
Os gm. gm. medium incubation medium mg. 
1 3.000 2.000 Ao; — 9.52 
2 3.000 2.000 Ags Arg., choline. 9.53 


Composition of As;:; 15 ce. of M. BR. 8. 
Aes: ldiec. of M. R. 8.+ Arg. 50mg.+Choline hydrochloride 
3 50 mg. 


3. Experiments with guanidoglyoxylic acid. 


Both the presence of free guanidine and guanidine-like sub- 
stances in the body and their metabolic and chemical relations with 
creatine, arginine and allied compounds have been noted by several 
investigators. According to Sullivan and others (1936), unsub- 
stituted guanidine seems to be absent in the urine. The presence 
of guanidine-like substances in the blood was recognized by other 
investigators. Kutscher (1901) obtained y-guanidobutyrie acid, 
guanidine and succinic acid by the action of barium permanganate 
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on arginine carbonate. Takayama and Tanabe (1931) also ob- 
tained guanidine and succinic acid by the electrolytic oxidation of 
arginine. Following the opinion of most investigators, guanidine 
should be considered as a catabolic product of arginine, though 
Beznak and Szedke (1931) insisted that it ean be pease from 
some other source. 

Hummel and Piischel (1927) pointed out that if sugar or 
glycocoll was added to a guanidine-Ringer’s solution, the effect 
of guanidine in causing muscle contraction was inhibited. This 
fact may indicate a combination of guanidine with sugar or glyco- 
coll. If guanidine can really combine with glycocoll, there exists 
possibility enough of the formation of glyecocyamine or creatine 
from them in the animal body. However, such a possibility was 
already tested by me in former experiments, with negative results 
(1937). 

It is known that glyoxylic acid, which seems to be produced 
in the body through the oxidative deamination of glycocoll (accord- 
ing to Barrenscheen and Danzer (19338) and others, this re- 
action is cataylzed in vitro by adrenaline ete.), combines easily 
with guanidine. Dodbner and Gartner (1901) isolated the 
“ouanidoglyoxylic acid” from a mixture of guanidine carbonate 
and glyoxylic acid, and attributed to it the structural formula: 
NH2:C(=NH):-NH:CHOH-COOH. In 1902 Kaess and Gruszkie- 
witz isolated many unknown substances from a reaction mixture of 
elyoxalic acid and free guanidine. On the other hand, they isolated 
a substance from that of glyoxylic acid and guanidine carbonate 
corresponding to guanidoglyoxylic acid; however, the melting point 
of this compound’ was 187°C and the amount of crystallization 
water was 14 H20, instead of 210°C and 14 H20 as reported by 
Débner and Gartner. If the constitution attributed to the 
guanidoglyoxylic acid by Débner and Gartner is true, Saka- 
guchi’s reaction should be positive, and through reduction of the 
group CHOH into CHy the substance could easily be transformed 
into glycocyamine. Therefore, I have also prepared this compound 
by the method of Débner and Gartner. The melting point and 
the amount of crystallization water of this compound agreed with 
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those reported by Kaess and Gruszkiewitz. However, as 
Sakaguchi’s reaction was entirely negative, the constitution of 
the guanidoglyoxylie acid is probably different from that stated 
by Débner and Gartner. Nevertheless, some incubation experi- 
ments with this so-called guanidoglyoxylie acid were carried out. 
(Table X and XI). Results, however, were negative. 


Taste X. (Rabbit No. 56) 
E Sliced Symbol of Main substances T.C.E. in liver after 
Se liver | the incubation added to the 4 hrs. incubation 
O: gm. medium incubation medium mg.% 
1 3,010 Asp =< 12.98 
2 8.001 Azo oe 12.95 
3 3.016 Asi Guanidoglyoxylic acid \ 12.02 


Composition of As: 15 ce. of M. R. S. 


Aso: = Ago 
Au: 15 cc. of M. R. S.41 ce. of guanidoglyoxylic acid (1 mg.) 
soln. 


After 4 hrs. incubation, lec. of guanidoglyoxylie acid (1mg.) soln. was 
added to Aso before extraction of the creatine-bodies. 


Taste XI, (Rabbit No. 57) 
Exp Sliced Symbol of Main substance T.C.E. in liver after 
No é liver | the incubation added to the F 4*hrs. incubation 
a gm. medium incubation medium mg.% 
1 3.006 Nee ~- 25.40 
2 3.020 Ags Guanidogly. acid. 25.60 
3 3.015 Ase Guanidogly. acid, HCHO. 25.50 
4 3.008 Ags Guanidogly. acid, Na suce. 25.56 
Composition of Ass: 15 ec. of M. RB. S. 
Ass: 15 ce. of M. R. S.+1 ce. of guanidoglyoxylic acid (3 mg.) 


soln. 
As: Ass+0.5 ec. of HCHO (1 mg.) soln. 
Ass: Ass+lece. of Na succinate (10 mg.) soln. 
After 4hrs. incubation, lec. of guanidoglyoxylie acid (3 mg.) soln. was 
added to As before extraction of the creatine-bodies. 
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4. Experiments with guanidomalonic acid and 
guanidoglutaric acid. 


Where does the importance of glycocoll lie as a precursor of 
creatine? The opinions of different investigators are widely dif- 
ferent. According to Brand, Harris, Sandberg and Ringer 
(1929), Thomas, Milhorat and Techner (1982), Tripoli and 
Beard(1934), Adams, Power and Boothby(1935), Beard and 
Boggess (1936) et al., administered or injected glycocoll can be 
converted into creatine not only in pathological (muscular 
dystrophy ete.) but also in physiological conditions. On the other 
hand, however, the experiments of Bodansky (1986), Espersen 
and Thomsen (1937) et al., do not support the opinion of these 
authors. In previous experiments (1937) I could detect no in- 
crease of the T. C. E. after either perfusion or incubation of rabbit 
liver with glycocoll alone. However, positive results were obtained 
on perfusion experiments with glycocoll in the presence of thyroxin 
and arginine. In order to explain these queer results, it must be 
supposed that some additional condition is necessary for the trans- 
formation of glycocoll into creatine in the animal body. 

According to our knowledge of organic chemistry, the 
guanidization of glycocoll in the amino-group should be the most 
important step in its transformation into glycocyamine or creatine 
in the body. But as we shall see later, the same process of 
guanidization probably can also occur with amino-acids other than 
glycocoll. Therefore, their guanidization could also be an im- 
portant source for the formation of creatine in the organism. The 
following considerations and experiments were carried out to test 
this possibility. 

As the amino acids existing in the living body are a-amino- 
acids, the compounds resulting from their guanidization should be 
a-guanidocompounds. All amino-acids appearing in the living 
body except glycocoll can be considered as derivatives of alanine. 
Therefore, with the exception of glycocyamine which can be con- 
sidered as deriving from the guanidization of glycocoll, all other 
guanidocompounds would be derivatives of the guanidoalanine. 
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Through further f- or w-oxidation and decarboxylation, guanido- 
malonic and guanidoacetic acid (glycoeyamine), and at last 
creatine could be produced from them, the last step having already 
been demonstrated by several investigators as well as by me as oc- 
curring easily in the animal body (ef. the schema of the reaction). 


a-amino- atts except glycocoll 


NH 
ae oC Glycocoll 
NH-CH-COOH Jee? 

| 


R 


cera 


a 
NH: 
NH= a Renevicssae Se > NH= Ch 
~ cH-GooH \NH-CH.COOH N(CH;)-CH»COOH 
| 
COOH 
(Guanidomalonic acid) (Guanidoacetic acid) (Creatine) 


To give experimental proof of this process, guanidomalonic 
acid had to be prepared. As I could not find any description of 
this substance in literature, the preparation of guanidomalonie acid 
was first undertaken. Heating an aqueous solution of this acid 
for 5 minutes in a boiling water bath, or standing for about one 
month at room temperature is sufficient to decarboxylize the synthe- 
tic acid, transforming it into glycocyamine, (see Table XVII); on 
the other hand, biological experiments (incubation and perfusion 
of liver) have shown that the same transformation is hardly ac- 
complished in the animal body, therefore they do not support the 
opinion that the newly prepared compound and the amino-acids 
other than glycocoll play any direct important réle in the produc- 
tion of creatine. However, no feeding experiment with this com- 
pound was attempted by me. 

Preparation of guanidomalonie acid :—2.7 gm. of monobromo- 
malonic acid dissolved in a small amount of water are added slowly 
under cooling and steady stirring to a solution of free guanidine 
prepared from 5gm. of guanidine carbonate. The monobromo- 
malonic acid used here was prepared by the method of Conrad 
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and Reinbach (1902). The mixture is evaporated in a vacuum 
desiccator at room temperature to a small volume, and then heated 
for 2-3 minutes in a water bath at 60-65°C, until precipitation of 
small erystals begins. Allow to stand in a desiccator until the 
reaction ends, which takes about 2 hours. After cooling, the 
precipitate is filtered. The product is washed several times with 
small amounts of cold water, and then dried. The compound 
obtained by this method should be, as in other similar cases, mono- 
guanidine salt of guanidomalonic acid. Yield, 1.5 gm. The salt 
ean be recrystallized from water and alcohol, being easily soluble 
in water and slightly so in aleohol. Its solution gives a neutral 
reaction with litmus paper. To obtain free guanidomalonie acid, 
the salt is redissolved in a small amount of water, a small excess 
over the calculated amount of diluted hydrochloric acid is added, 
then free guanidomalonie acid precipitates as colourless needles, 
as the acid is slightly soluble in water. After filtering under 
cooling, the precipitate is washed with cold water until the Cl- 
reaction is negative, and dried. Yield, 0.8gm. When heated, the 
compound ecarbonizes without melting. 


N 
cale. 26.08% 
Analysis. C,H,O:N: found 25.98% 
Experiments with guanidomaloniec acid :— 
Taste XII. (Rabbit No. 58) 
T.C.E. in liver 
Exp, | Sliced | Symbol of Main substance mg.% 
Ne. | liver | the incubation added to the 
2 gm. medium incubation medium Without | After 3 hrs. 
incubation | incubation 
il 3.064 Aze = 27.46 = 
2 3.033 Agz Guanidomalonic acid. 32.10 = 
3 3.038 Ags = — 27.96 
4 3.027 Azo Guanidomalonie acid. os 32.70 
(Difference) 4.64 4.74 


Composition of As: 15 ¢c. of M. BR. S. 
As: 15cce. of M. R. §8.4+2cc. of guanidomalonie acid (2 mg.) 
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soln.* 
Ass: = Ase 
Aso = Asz 


* Guanidomalonic acid soln. was prepared by dissolving a weighed amount 
of the acid in M. BR. S. 


TasLe XIII. (Rabbit No. 59) 
é Sliced Symbol of Main substance a Gal Be in liver after 
Hap: liver | the incubation added to the 3 hrs. incubation 
Ds gm. medium incubation medium mg.% 
1 3.002 Ado == 14.98 
3.010 Nay Guanidomal. acid 15.02 
3 3.028 Ag Guanidomal. acid, thyr. 15.00 


Composition of Aw: 15 cc. of M. B.S. 
Au: 15 ce. of M. R. 8.42 ce. of guanidomal. acid (2 mg.) soln. 


Aw: Au+tlec. of thyr. (0.1 mg.) susp. 
After 3 hrs. incubation, 2 cc. of guanidomalonic acid (2mg.) soln. were 
added to Aw before extraction of the creatine-bodies. The solution of guani- 
domalonic acid was prepared as indicated in Table XII. 


TABLE XIV. 


Experiment of perfusion of rabbit liver in situ with guanidomalonie acid. 
(Rabbit No. 60) 


a iS Before perfusion After 2 hrs. perfusion 
Ee poets T. C. E. (mg.) T. C. E. (mg.) Increased 
obo eee Ube Ge 1G 
g2°/ 3s" j in the sum 
ae z im Per- | Per- Per- | Per- per 100 gm. 
S 2 <q m fusing | fused | Sum | fusing} fused | Sum liver 
fluid | liver fluid | liver (mg.% ) 
166 44.2 3.86 | 12.38] 16.24) 6.48 9.87 | 16.35 0.25 


Composition of the perfusing fluid: 42 cc. of defibrinated blood +145 ec. 
of M. R. 8.+5 ce. of guanidomalonic acid soln. 

The soln. of guanidomalonic acid used here was prepared by dissolving 
22mg. in 5 ce. of isotonic sodium bicarbonate soln. 


As shown in these tables, there is no evidence of the conversion 
of guanidomalonic acid into creatine. 
The results obtained in the experiments of incubation and 
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perfusion using guanidoacetic acid and guanidomalonic acid are 
assembled for comparison in Table XV. 


TABLE XY. 


Increased T.C. E. per 
100 gm. of liver 


(mg.% ) 


Increased T.C. E. per 
100 gm. of liver 
(mg.% ) 


After 3 hrs. incubation 


After 2 hrs. perfusion 


6.13 
G id ti id F 
uanidoacetie aci 6.17 10.43 
Guanidomalonie acid i 2 
a 25 
uanidomalonie¢ aci 0.02 0:25 


It is worthy to note that such remarkable differences were 
found between guanidoacetic and guanidomalonic acid under 
identical conditions. 

Experiments with guanidoglutarie acid :— 

Guanidoglutaric acid was prepared by the method of 
Kapfhammer and Miiller(1934). Thomas and Akao(1937) 
also prepared this compound as a possible precursor of creatine. 
Following the schema reported above, guanidoglutaric acid should 
be a precursor of guanidomalonie acid. 


Taste XVI. (Rabbit No. 60) 
Ex Sliced Symbol of Main substance T.C.E. in liver after 
Ne liver | the incubation added to the 3 hrs. incubation 
3 gm. medium incubation medium mg.% 
1 3.010 Ax — 19.90 
3.002 Aus Guanidoglutaric acid. 19.83 
33 3.022 Bus Guanidoglut. acid, thyr. 19.93 


Composition of Aw: 15 cc. of M. B.S. 
Au: 15ce. of M. RB. 8.4+1ec. of guanidoglutaric acid (3 mg.) 
soln.* 
Aw: Au+ti1ce. of thyr. (0.1 mg.) susp. ‘ 
After 3hrs. incubation, lec. of guanidoglutaric acid (3mg.) soln. was 
added to Aus before extraction of the creatine-bodies. 
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* The soin. of guanidogiutaric acid was prepared by dissolving it in 
M. R. S. 

As shown in the table, the result is negative. This appears as 
a further proof for the negative results obtained in the experiments 
carried out with guanidomalonie acid. 


5. Does guanidization occur in the animal body? 


If creatine cannot be produced in the body through the oxida- 
tion of arginine, the hypothesis of its synthetic formation becomes 
the most probable one. The possibility of guanidization of amino- 
acids and other compounds in the body must therefore be carefully 
studied. As already stated above, when a fluid containing glyco- 
coll together with arginine and thyroxine was perfused through 
rabbit liver, I observed during my former experiments an increase 
of the T. C. E. (1937). This can be due to the guanidization of 
elyecocoll. If alanine was used in place of glycine, the same result 
was also found, though the observed increase of the T. C. E. (due 
probably to the formation of guanidoalanine) was less than in the 
case of glycocoll. Therefore, it must be supposed that guanidiza- 
tion can occur also on amino-acids other than glycocoll. However, 
as proved by the negative results with guanidoglutaric and 
guanidomalonic acid, among the resulting guanido-compounds only 
elycocyamine (at least a part of it) is likely to be readily converted . 
into creatine by the animal body. Accordingly all other guanido- 
compounds should be decomposed again in some way in the body, 
or excreted without change. Weber (1935) indicated that glyco- 
eyamine is a regular constituent of normal urine and that its 
presence is not a result of its ingestion preformed in the diet. 

As seen in Table XVII, urine contains (at any rate under 
certain conditions) a small amount of guanidocompound. Ag the 
nature of the guanidocompound is obscure, a first attempt to clarify 
it was made by comparing it with several synthetic guanido- 
compounds, with the help of Jaffé’s and Sakaguchi’s reaction, 
using known creatinine- and glycocyamine-solutions as standards. 
dee. of the solutions (in the case of diluted urine, 10 ce.) were 
tested with Jaffé’s and Sakaguchi’s reaction after, or without, 
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treatment with lee. of 2N HCl and then diluted with water to 
100 ce. Further details and results are shown in Table XVII. 
With the exception of arginine, the guanidocompounds described 
in it, when heated with hydrochloric acid, gave a positive Jaffé’s 
reaction. The reaction was stronger after heating at a higher 
temperature. Judging from the results obtained by Sakaguchi’s 
reaction, the guanidocompound excreted in the urine is different 
from arginine. On the other hand, it should be noted that although 
Sakaguchi’s reaction is negative with the tissue extract, we can- 
not argue that such guanidocompounds are absent, because as 
stated already by Weber (1930), the presence of some organic 
compounds can prevent color formation by Sakaguchi’s reaction. 


6. How can guanidization occur in the animal body? 


Several different mechanisms may be considered for this 
process. Among them, guanidization through the action’ of urea 
and of guanidine could not find much support, at least in the ex- 
perimental conditions described above. Therefore, out of other 
possible mechanisms, the first one considered is guanidization by 
the action of cyanamide. Until now, I could not find any re- 
ferences regarding the presence of cyanamide in the animal body, 
probably because its detection is very difficult, as cyanamide is 
bound or destroyed as soon as produced in the living body. 
Recently Fosse, Graeve and Larambergue (1936, 1937) ob- 
tained cyanamide through the oxidation of sugars in the presence 
of ammonia m vitro. As stated in their experiments, formol is 
an intermediate step in this synthesis. Besides, Haldi and 
Bachmann (1936) observed the occurence of creatinuria after 
ingestion of glucose and fructose. Therefore, difficult though the 
isolation of cyanamide from the animal body is, the production 
and possible metabolic réle of cyanamide in the organism ean not 
be denied. Moreover, we know that in the presence of a small 
amount of ammonia, cyanamide is able to guanidize the amino 
acids slowly. Therefore I tried to see whether or not liver had 
any accelerating action on this process. Experiments 4 and 5 of 
Table XVIIT show that the increase of T. C. E. is a little higher 
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TaBLeE XVIII. 

. . E Increased 
rv a Symbol T. C. E. in ACHE an: 
7, | *2| Sliced | of the Main substance liver lives 
Rae liver | ineuba- added to the (mg.% ) (mg.%) 
Es 2| gm. tion incubation medium 2 

ma Tegan After 3 hrs. ineub. 
3.000 Age — 30.8 
1 | 62 2.034 A eres glyc., thyr., 30.9 01 
: a HCHO, NHs. : ; 
3.100 Aug —— lees 
ts Arg., glyc., thyr., 
3.054 | Ass eS eo 18.4 0.1 
2 | 63 {Arg., glyc., thyr., 
3004 | Aso. | lettieose, NHe CuSO). 18.3 0.0 
Arg., glye., thyr. 
3.008 | Acs eee. Se 18.4 0.1 
3.013 Ase oe B40) 
3 | 64 3.028 Ass Arg., HCHO, glye., thyr. | 33.0 0.0 
Arg., HCHO, glye., = 
3.017 | Asa { oa. 32.9 0.1 
3.027” Ags — 84) itt 0.4 
3.0063 | Axe Glye., cyanam., NHs. , [18.8 
4 | 6d 
2608) | leg — 186) pie 0.6 ne 
3.004 Age Glyc., cyanam., N Hs. 19.2° 
‘| 3.028” | Aso = 18.1) pitt. 0.2 
3.070” Ares Glyc., cyanam., N Ha. 13.3 
5 | 66 = 
Be 4088-1) | Ae, = 18.9) ise 0.5 0.3 
3.035 Ago Glyc., cyanam., NH. 14.0 
3.011" | Ags od 18.8 | nist 0.0 
Sa Nos Glyc., cyanam. 18.8 
6 | 67 
3.010 Mos = 92 Dit 0.8 0.8 
3.000 Age Glye., cyanam. 20.0 


Composition of Aus: 
Aa : 


Aus: 
Asp: 


15 ce. of M. B.S. 
15 ce. of M. BR. §.+0.5 ec. of arg. carb. (10 mg.) soln. + 


0.5 ce. of glye. (10 mg.) soln.+0.5 ec. of thyr. (0.025 mg.) 
susp. +0.5 ec. of HCHO-NHsz (4.5 mg, 3 mg.) soln. 


15 ec. of M. BR. S. 
15 ec. of M. RB. §.+0.5 ce. of arg. carb. (10 mg.) soln.+ 
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Ass : 
Ass : 
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0.5 cc. of glye. (10 mg.) soln. +0.5 ce. of thyr. (0.025 mg.) 
susp. +0.5 ce. of glucose-NHs (10 mg, 5 mg.) soln. 

Aw +0.5 ec. of M/100 CuSO.. 

15 ec. of M. B. 8.+0.5 ee. of arg. carb. (10 mg) soln.+0.5 
ec. of glyec. (10 mg.) soln.+0.5 ec. of thyr. (0.025 mg.) 
susp. +0.5 ee. of HCHO-NHs (4.5 mg, 3 mg.) soln. +0.5 ce. 
of M/100 CuSO,. 

15-cce. of M. R. S. 

15 ce. of M. R. 8.41 ce. of arg.-HCHO(10 mg, 5 mg.) soln. 
+1ee. of glye. (20 mg.) soln.+0.5 ce. of thyr. (0.025 mg.) 
susp. 

Ass +0.5 ec. of NHs (5 mg.) soln. 

15 ec. of M. R. S. 


1) After the liver was immersed with 15 cc. of M. R. 8. in a boiling water 
bath for 3 minutes, the mixture was incubated as usual. 


Ase : 


15 ce. of M. R..S.+1ee. of glyc. (27 mg.) soln.+1 ce. of 
cyanamide (13 mg.) soln. (prepared from Na cyanamide 
after being neutralized with HCl) +0.7 ce. of NHs (7 mg.) 
soln. 


2) After the liver was treated with the same manner as 1) and glyc., 
cyanamide and NH; solns. were added to it, the mixture was incubated as usual. 


Asz : 


Ass 


15 ee. of M. RB. S. 


(= Aso 
Aso: 
Aco: 


15 ce. of M. R. S. 
15ce. of M. BR. 8S.+0.5 ec. of glye. (14 mg.) soln.+0.5 ee. 
of cyanamide (4.4 mg.) soln.+0.5 ec. of NH; (5 mg.) soln. 


3) and 4) were treated with.the same manner as 1) and 2) respevtively. 


Aoi: 


Acz 


15 ec. of M. B.S. 


(= Aco 
Acs: 
Acs: 


15 ec. of M. B.S. 


15 ce. of M. R. 8.+1ee. of glye. (6mg.) soln.+0.5 ce. of 
cyanamide (2 mg.) soln. 


5) and 6) were treated with the same manner as 1) and 2) respectively. 


Aos : 


15 ee. of M. RB. S. 


Ace: = Act 


in the presence of active liver tissue than in the experiment with 


inactivated tissue. 


This difference becomes more evident in experi- 


ment 6, as in the absence of ammonia no reaction between glycocoll 
and cyanamide is observed with the inactivated liver, while after 
incubation with active liver, the T. C. E. is definitely increased. 
Secondly, the action of formol together with some other compounds, 
both as a possible precursor of cyanamide and as a methylating 
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agent, was also examined. As shown by experiments 1-3 of Table 
XVIII, results remained until now completely negative. However, 
still more elaborate experimentation seems to be necessary. 


IV. Concuusions. 


1. No proof of the direct conversion of arginine into creatine 
could be found in the experimental conditions described by the 
author. 

2. The guanidization of glycine bringing about the produc- 
tion of glycocyamine, followed by methylation, appears to-day the 
most reliable hypothesis on creatine formation in the organism. 

3. The mechanism of guanidization in: the body is still 
obscure ; several possibilities were examined without arriving at a 
definite conclusion. As guanidizing agents, urea, guanidine and 
some related compounds were found to be ineffective. Further 
possibilities which are still to be tested in detail are guanidization 
through the action of cyanamide, the action of ammonia and carbon 
dioxide (Krebs and Henseleit 1932), and the cyanic acid theory. 


I with to express my hearty thanks to Prof. 8. Kakiuchi for 
his kind advice throughout the course of this study. 


ADDENDUM. 


Beard and his collaborators reported the interesting researches 
on the creatine formation in this journal (Beard and Pizzolato: 
28, 421, 1938; Kelly and Beard: 29, 155, 1939). According to 
them, as urea seems to be an important guanidizing agent, I am 
expecting to make further observations on this aspect. 
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I. Ursouytic Action or URBASE. 


Progress in modern enzyme-chemistry has increasingly revealed 
the importance of the part played by enzymes in the anabolic and 
catabolic processes of living tissues. It is, however, still an open 
question whether the same enzyme is involved in both reaction. Up 
to the present, the anabolic function of enzymes has been pre- 
ferentially studied, and only a few enzymes have been proved to 
possess catabolic activity. In this connexion the recent investiga- 
tions of Itoh (1937) and others in this laboratory are worthy of 
mention: they have proved that lipase exerts its splitting action 
in the reduced state, and its synthetic one in the oxidized state; 
thus oxidoreduction appears to exert control over the reversible 
function of lipase. This discovery is very important, and interest- 
ing for understanding the complicated phenomena of the cell house- 
hold; for the anabolic and catabolic processes displayed in a living 
cell can be reduced to the reversible actions of the same enzyme, 
which is controlled by the easily-attainable intracellular state of 
oxidoreduction. 

Our task, therefore, is to discover whether such a relation can 
be found in any other enzyme. My tests with urease show that it 
holds good here; the present communication gives details. 

Several authors have already shown that some oxidizing re- 
agents exert an inhibiting influence upon the ureolytic activity of 
urease, and that some reducing reagents reverse the inactivations 
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of urease caused by oxidizing reagents; but as regards the direct 
influence of the reducing reagents upon the enzyme, little has yet 
been published. 


EXPERIMENTAL. 


Preparation of the enzyme :— 


As a source of the enzyme, the jack bean was found to be 
best. Finely ground and sifted jack-bean meal was shaken with 
petroleum ether for several hours to remove the fat. The resultant 
powder was digested at room temperature for two hours with ten 
times its weight of water. Then, by centrifuging and filtering, a 
yellowish, slightly turbid, and homogeneous extract was obtained. 
This extract was diluted 10 times with water, and was used as the 
urease solution in the following experiments. 

The substrate employed was pure crystalline urea from 
Kahlbaum Co., which was dissolved with water in a 4-per-cent. 
solution. ‘ 

For all the experiments, conductivity water was used, with a 
view to getting rid of the contamination of heavy metal, i.e., copper. 

The activity of the urease was determined by Folin’s method 
(1903). 

To keep the reaction vessels at a temperature of 38°C, a water 
thermostat was used. 


Measurement of the redox-potential :— 


As the electrode, a plane platinum plate was used. The con- 
nection of the reaction vessel with the standard half-element was 
made by a KCl-agar bridge. For the measurement of the E.M.F. 
the Unipivot type of potentiometer of the Cambridge Instrument 
Company was used. The readings were accurate to 1 millivolt. 


1. Influence of oxidizing reagent upon ureolytic 
action of wrease. 


The activity of the urease under the influence of hydrogen 
peroxide in various concentrations as given in the table, and the 
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redox-potential in the course of urease action, were measured. A 
typical example is given in Table I. 


TABLE ix 


Influence of H:Oz upon urease action. 


ee oh sen | reastia 
+3 cc. 4% urea solution (max. NH;= 67.92 mg) estimated (Eh) 
Ineubation: 38°C, 30 min. me mV 
+2 ee. H:O 17.17 299 
+2 ce. 0.055 M H:02 9.69 324 
E2ee: Od M— ,, 5. 356 
+2e¢e. 022M ,, 1.87 364 
+2ce. 044M ,, 0.34 375 
+2ce. 0.88M ,, 0.09 379 


The potential values are those obtained 30 min. after addition of urea to 
the rest of the reaction system. 


The addition of hydrogen peroxide has a diminishing effect 
on the ureolytic activity of the enzyme; the more hydrogen 
peroxide was added, the more remarkable was the shift of 
potential. The enzyme activity appears to run parallel to the 
shift of potential. 

It is a well-known fact that urease is susceptible to a loss of 
activity on exposure to some oxidizing reagents and heavy metals. 
Perlzweig (1933) presumes that the inhibitory influences of 
heavy metals on urease consist in the catalytic action of heavy 
metals on the oxidation of urease. He verified that cyanides may 
easily reverse the loss of activity through oxidizing reagents, when 
such an inactivation is only partial. My experimental results show 
(Table IL) that urease almost completely inactivated by H2O2 was 
reactivated up to 61 per cent. by a strong solution of potassium 
eyanide, which was concentrated enough (final concentration circa 
3%) to inactivate the enzyme, as Table III shows. 
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TABLE II. 
Inactivation of urease by H2O2 was reversed by KCN. 


5 ee. phosphate buffer mixture (pH =7.38) NH; 
+2 ce. 1% urease extract estimated 
+83 ec. 4% urea solution ae 


Incubation 38°C, 30 min. 


1. The urease extract had been treated, 16 hours before 
the experiments, with H2Os, in such a way that 100 ce. 


of the enzyme solution contained 0.06 g of H2Os. 0.12 
2. Urease similarly treated +5 cc. 10% KCN. 6.16 
3. Without such treatment. 10.09 
Tasie IIT. 
Influence of KCN upon urease action. 
5 ec. phosphate buffer mixture (pH =7.38) NEL 
+2 cc. 1% urease extract te eee 
+3 ec. 4% urea solution we 
Incubation: 38°C, 30 min., in atmosph. air. 
+5 ce. 10% KCN. 0.46 
Without addition (control). , 13.12 


Jacoby (1933) found that urease inactivated by cupric 
chloride, mercuric chloride, and silver nitrate, at low temperatures, 
may be reactivated by potassium cyanide. It is a matter of com- 
mon knowledge that KCN stands in a specific and intimate relation 
to oxidation. In short, then, the inhibitory action of heavy metal 
might also be connected with oxidation. 


2. Influence of reducing reagents upon ureolytic 
action of urease. 


Addition of glucose, hydrogen sulphide, and sodium hydro- 
sulphite, has an accelerating effect on urease action (Tables IV, 
V, VI). In the case of sodium hydrosulphite, ureolysis increased 
in parallel to the lowering of the potential value. 
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TABLE IV. 


Influence of glucose upon urease action. 


5 ee. M/5 phosphate buffer mixture (pH =7.38) 


+2 cece. 1% urease extract ale 1 
+3 ec. 4% urea solution oh anes 
Incubation: 38°C, 15 min. air. me 
Without addition. 8.72 
+5 ec. M/5 glucose. 12.74 
TABLE V. 
Influence of H2S upon urease action. 
5 ec. M/5 phosphate buffer mixture (pH =7.38) NU 
+2 ce. 1% urease extract ti t q 
+3 ce. 4% urea solution Ce ate 
Incubation: 38°C, 15 min., in atmosph. air. ng 
Without any addition. 12.79 
+5 ec. HsS water. 16.17 
TABLE VI. 
Influence of sodium hydrosulphite upon urease. 
5 cee, M/5 phosphate buffer mixture (pH =7.38) NE; Potential 
+2 ec. 1% urease extract eaimaakod (Bh) 
+3 cc. 4% urea solution a “ mV 
Incubation: 38°C, 30 min., in atm. air. 8 
1. +2 ce. water. 16.66 302 
2. + ,, 0.005 M NasSeO. 18.19 78 
ae, Gorm 18.70 —217 
4. + , 0.02 M . 19.29 — 389 
5. 0.05 M > 20.57 —500 
pS ia gy at a 21.33 —506 
7 + , 0:25 M - 21.76 aie 


The potential values are those obtained 30 min. after addition of urea to 


the rest of the reaction system. 


II. UreosyntHesis of UREASE. 


On the synthetic action of urease, Barendrecht (1920) re- 
ported that soya-bean meal was able to reduce the content of 
ammonia from a mixture of ammonium carbonate and carbamate 
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solution. But this conclusion of Barendrecht’s was strongly 
criticized by Mattaar(1920) who repeated Barendrecht’s work 
and found no evidence that synthesis of urea took place. 

Mack and Villars (1923) showed that when urease is added 
to a very strong solution of ammonium carbonate and carbamate 
at 55°, small quantities of urea are produced, and can be separated 
as dixanthyl compound from the reaction mixture; as Fearon 
(1936) later did, under similar conditions, carrying out some 
control experiments. 

The purpose of the present note is not only to reconfirm the 
synthetic activity of the enzyme, but also to investigate the in- 
fluence of oxidizing and reducing reagents upon it. 


EXPERIMENTAL. 
The enzyme :— 


The urease used was the finely ground and sifted meal of jack 
beans or soya beans, from which the fat was removed by shaking 
with petroleum ether for several hours. 

The substrate employed was a solution containing ammonium 
carbamate and carbonate, the concentrations of which were 4.3 M 
and 3.3 M respectively. 

30 ee. of the substrate was kept with 0.5¢ of jack-bean meal 
in an incubator at 36°C for 16 hours, and then the urea produced 
was measured as dixanthyl urea, using Nicloux and Welter’s 
(1921) gravimetric modification of Fosse’s well-known method. 
The weight of urea is one-seventh of the weight of dixanthyl urea. 


Results of control experiments :-— 


(a) Solution of the substrate without addition of the enzyme 
produced no urea. 

(b) The urease flour in water produced only 0.02 mg urea. 

(c) The substrate plus heated inactivated enzyme produced 
—0.03 mg urea. 

As these experimental results show (Table VII), jack-bean 
urease is able to synthesize urea at a measurable rate from 
ammonium carbamate-carbonate mixture. 
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TABLE VII. 
Influences of oxidation and reduction upon urea-synthesis of urease. 
Potential 
30 ce. of the substrate Urea (Eh) mV 
+0.5 g urease flour produced 
Incubation: 36°C, 16 hours. mg before after 
incubation | incubation 
1. +5 ce. H2O (control) 16.9 303 205 
2. +1cc. 0.088 M H2O.+4 ec. HsO0 L738 309 — 
3. +5 cc. 0.088 M HO. 18.1 328 353 
4. +1ece. 0.88 M H202.+4 ec. H:O 19.6 352 = 
5. +5 cc. 0.88 M HeOs 24.0 ~ 371 — 
1. +5 ce. 0.05 M NasS2O. 3.2 — 469 = 
Be te gg Oe ME és 27 —489 SSUlsir 
3. + 4 0.25 M 1.9 —508 oa 


As for the influence exercised by oxidizing and reducing re- 
agents, hydrogen peroxide accelerates, and sodium hydrosulphite 
retards, markedly, the synthetic action of urease; which is contrary 
to the ureolytic action of the enzyme. Moreover, the more the 
reagents are added, the greater are the influences. 

The redox-potential of the reaction systems was measured 
before and after incubation. The potential values of the systems 
previously treated with the oxidant were naturally high, and those 
of the systems treated with the reductant were low. The higher 
the redox-potential, the greater the yield of urea. 

Without such treatment, the potential fell after incubation. 
Changes of potential, however, in the course of so long an incuba- 
tion-time as 16 hours, are not due to a single factor, especially 
when the reactions are under the influence of oxidizing or reducing 
reagents. 

These experiments were carried out in ordinary atmospheric 
air. But would change of atmosphere in the reaction vessel have 
any effect upon the synthetic action of urease? 

As tabulated below, the yield of urea slightly increased when 
oxygen gas was led into the vessel, after the addition of lce. of 
0.001 mol copper-sulphate solution; copper ion was not poisonous 
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to the synthetic activity of the enzyme, even if it was not accelerat- 
ing. 

When the reaction vessel was evacuated with an aspirator 
before incubation, the production of urea was markedly reduced. 
From this result we can see that oxygen is indispensable in the 
synthetic process of urea by urease. 


TasBLE VIII. 
Influence of treatment with Os and CuSO: upon the ureo-synthesis 
of urease. 
30 ce. of substrate : Urea 
+0.5 g urease powder produced 
Incubation: 86°C, 16 hours. mg 
—lcce. 0.001 M CuSO: solution oxygen was introduced 
before incubation. 17.6 
Without such treatment (control). 16.9 
TABLE IX. 


Influence of evacuation on the ureosynthesis of urease. 


30 ee. of substrate Urea 
+0.5 g urease powder produced 
Incubation: 36°C, 16 hours. mg 
Evacuation before incubation. 0.7 
Without such treatment (control). 16.9 


Synthesis of urea from ammonium mixture was also performed 
with the help of soya-bean urease instead of jack-bean enzyme, 
though the power was inferior. 


Soya-bean meal (0.5 g) + substrate (30 ee.) > 3.6 meg urea. 


SUMMARY. 


1. It was confirmed ‘that urease from jack beans and soya 
beans was able to synthesize urea from ammonium carbamate- 
carbonate mixture. Thus the reversibility of the enzymic process 
was proved. 

2. Study of the influences of oxidizing and reducing reagents 
upon urease revealed that an oxidizing reagent retards the splitting 
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action of the enzyme and accelerates the synthetic, and reducing 
reagents, vice versa. 


3. The reversibility of the enzymic process is controlled by 
the redoxpotential of the medium in which the enzyme exists. 


‘ 

In conclusion, my thanks are due to Prof. Dr. Kodama and 
Prof. Dr. Kaneko for their kind guidance and cordial encourage- 
ment throughout this investigation. 
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STRUCTURE OF BILE ACIDS AND THEIR 
COLOUR REACTIONS. 
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and Anthropo-desoxycholic Acid. 


By 
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(Received for publication, November 25, 1938) 


There are a number of test methods for bile acids, which give 
certain colour reactions. Among them, Pettenkofer’s test and 
its modifications, Hammarsten’s blue-test, its method modified 
by Yamasaki (1933), and Mylius’s iodine test éte., are generally 
well known. Besides these, Ohyama (1938) recently reported a 
HCl-levulose-test, as a modified method of Pettenkofer’s test for 
detecting cholic acid, which is superior to the past method in its 
high sensitiveness. Further, a new test method of desoxycholic 
acid, hyo- and anthropo-desoxycholie acid was found by Kaziro 
and Shimada (1938). The test method is to be specially noted, 
as the specific colour reaction of these acids has never been known. 

Cholie acid, desoxycholie acid, hyo- and anthropo-desoxycholic 
acid are different from each other only in the number and the 
position of their OH groups in the fundamental skeleton (cyclo- 
pentano-perhydro-phenanthrene) and yet each reveals a different 
colour reaction. 

It must be emphasized that the number and the position of 
the OH-groups play a leading réle in the different colour reactions. 
That is, there are no doubt certain positive laws governing the 
number and the position of OH-groups in the fundamental skeleton 
and the positive reactions obtained. 

To verify this, the writer prepared a series of bile acids, each 
differing in their OH-group numbers and position, and made tests 
according to the HCl-levulose test, Hammarsten-Yamasaki’s 
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test, Kaziro-Shimada’s new method (Benzaldehyde test) and 
m-dinitrobenzene test “?. 

The author also retested the bile acids which have already been 
reported by the original authors of the tests. The results obtained 
are shown below in Table I. 


TABLE I. 
(++ strong positive, + positive, — negative). 
om @ |e, leo Seaieore 
“4 | 2 | Pea eee Ss 
So | Fe (Ss sisag) He 
Bile acids 26/88 |S °SiScb| a8 
oq ~~ , ~~ Ny 45°81 ei) aN 
= oO f=) Ee tale | ee I 
< = Se See ee 
a a = salem 
Cholicea did et. Oe Ae yen Oe eee tes Se Sire Weriey te a i = 
(Cub OOR oI Volake: COG No aso bone noes tes oa ar aes |) eae = a = 
Mannrote@helictacids seyaes eat cue cays aes eich artnet = aa ? 
Desoxy.choligvacidvey a. wt teen = = oe - a 
iNeetrescliglereracidi 28. faa. cam eee = = aig = = 
Olere-choleicwacl d: iveesceu ace ele tare oe = = IP AP = a 
Palmitie-cholereedcid sweat eee = = 1 Site = cer 
Steamicecholeievacicy ee. 1.0.0) tke ho a = a ate = = 
Anthropo-desoxycholic acid ............... = = = ote als = 
Ursordesoxycholiczacidi.- ene oe ae = = sete = 
Etyo-desomyeholic acide. War cre. eecteymteascooela — = = state = 
8-3, 6-dihydroxy-cholanie acid ............ = = = = = 
3, 6-dihydroxy-allocholanie acid ........... = — = “leas — 
B-3, 6-dihydroxy-allocholanie acid ......... = = = siete = 
Dehydro-hyo-desoxycholic acid............. = = = = ap ae 
Dehydro-anthropo-desoxycholi¢ acid ........ = = = = ae Se 
3-hydroxy-6-keto-allocholanie acid ......... = = = a = 
3-hydroxy-7-keto-cholanie acid ............ = — oo = a 
A DOChOliceaCleemetweu a4 cae enee = 
B-lago-desoxycholic acid :........../...... ap 
3-keto-7,12-dihydroxy-cholanic acid ........ — a _— = facts 
Reductodehydrocholic acid ................ = — = = = 
Deh duocholicnaci emt nn ner ee ea = = = = aR SP 
7,12-dihydroxy-cholanic acid (M.P. 208°) ..| — ++ _ — — 
igl2-diketo-cholanie acidin 4) 4s ee ae = = = = = 
7-hydroxy-12-keto-cholaniec acid ........... = — _ _ _ 
7-keto-12-hydroxy-cholanic acid ........... = = = = = 
Dehydrodesoxycholic acid ................ = = —- — ae 
3-keto-12-hydroxy-cholani¢e acid ........... — — ++ _ ++ 
3-hydroxy-12-keto-cholanie acid ........... _ = _ Se = 
H2-ketio-cholanice acid mat" serene (ee een: = — = = = 
I2-hydroxy-cholanic: acid) -s..490..45...... _ _ —_ — — 
3, 7-dihydroxy-12-keto-cholanic acid ........ - - _ = — 


(*) Zimmermann (1935). used the same method for his hormone-de 
termination and was verified by Kaziro and Shimada (1937) since it gives 
a specific colour reaction only to. those bile acids, which have ketone at Cs. 
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- DISCUSSIONS. 


1. HCl-levulose test. 

Ohyama states that the test is positive to cholic acid and 
3-keto-7-12-dihydroxy-cholanie acid. Both of these acids have 
—OH at C; and Cy. Hence, the —OH at Cz and Cy are correla- 
tive to the positive reaction of the acid. The author applied the 
test to 7-12-dihydroxy-cholanie acid, and found this reacts also 
positive to HCl-levulose test. 

Therefore, the test is positive to the bile acid, which has —OH 
at C; and Cyp. 

7-keto-12-hydroxy-, and 7-hydroxy-12-keto-cholanie acid were 
tested to determine which —OH of these two, relates to the positive 
reaction, but both of them gave negative results. 

That is, both of —OH at C, and Cy have a correlation with 
the entrance of the positive reaction. 


2. Yamasakvs test. 

The test is positive to cholic acid exclusively among the tested 
acids, and negative to 7-12-dihydroxy- and 3-keto-7-12-dihydroxy- 
cholanie acid, showing that this test is quite different from that 
of the HCl-levulose test. 

That Yamasaki’s test is positive to cholic acid, trihydroxy- 
bufostero-cholanie acid, and a-scymnol show, that only the sub- 
stances which have hydroxyd groups at Cs, Cz, and C12, react posi- 
tively to the test. 


3. Benzaldehyde-test, (early reaction). 

This test is positive only to 3-keto-12-hydroxy-cholanic acid 
and 3, 12-dihydroxy-cholanie acid. The —OH at Cy is common 
to each of these acids that give this positive reaction. It appears 
as if the —OH at Cy» is the causative factor in the positive reac- 
tions of these acids, but the test was negative to 12-hydroxy-, 7-keto- 
12-hydroxy-, 7-12-dihydroxy-cholanic, and cholic acid. Then, bile 
acid, which has —OH at Cy, and —OH or =CO at Cs, and nothing 
at Cz, is the only substance that reacts positively to the test. 

The author also proved that choleic acid gives a positive re- 
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action with this test, showing that the accompaning fatty acid does 
not interfere with the positive reaction of desoxycholie acid. 


4, Benzaldehyde test, (delayed reaction). 


Hyo-, and anthropo-desoxycholie acids give a positive reaction 
to this test. The author proved that urso-desoxycholice acid (an 


Fig. 1. 
Extinction curves of hyo-, 
and anthropo-desoxycholie acid. 
Pulfrich’s photometer, 5 mgs. 
of the material, 1.08 mm. 
cuvetté. 


— Extinction value (E) 


8.43 47 50 53° 57 61 72 75 


— Filter 


epimeric form of anthropo-) and 
the allo-form of hyo-desoxycholie 
acid also give a positive reaction. 
Cholie acid and_ 3, 7-dihydroxy- 
cholanic acid gave a negative re- 
action, showing that the group 
(both of =CO and —OH) at Cie 
interferes with the action of the 
test. The test is positive only to 
the bile acid which has —OH at Cs, 
and —OH at Cz or Cz, and nothing 
at Cie. 

But there is one exception, 
1e., 6-3, 6-dihydroxy-cholanie acid 
(Kimura, 1937) reacts negatively 
to the test. The result is quite 
queer. The question, why the test 
is positive to the a-acid and nega- 
tive to the f-acid, is not yet under- 
stood. 


The Authors modified method of 
the test. 

The original method of Shi- 
mada is to heat the material with 
75% sulfric acid and benzaldehyde 
for 5 minutes at 50°C. Shimada 
(1938) states that the colour ¢eac- 
tions of anthropo- and hyo-desoxy- 
cholie acid are both violet. 


The author modified the method a little, heating the mixture 
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for 1 minute at 100°, instead of 50° for 5 minutes. Then 5 ce. 
of acetic acid is added to the mixture. After 24 hours, anthropo- 
desoxycholie acid shows a clear violet colour, while hyo-desoxy- 
cholic, cobalt-blue. The extinction curves of both colours are com- 
pared in Fig. 1. 

By the modified method, anthropo- and hyo-desoxycholic acid 
are differentiated from each other. 


~ 


5. Metadinitrobenzene-test. 


Kaziro and Shimada (1937) reported that this test is posi- 
tive only to 3-keto-bile acids and the author’s study with many 
kinds of bile acid proved their conclusion quite correct. As to 
sex-hormones, Zimmermann (1938) proved the keto group at C17 
is the causative factor in the positive reaction, but in bile-acids, 
nothing which does not have keto group at Cs, reacts positively to 
m-dinitrobenzene-test. 


SUMMARY. 


1. Applying Yamasaki’s test, HCl-levulose-test, Benzal- 
dehyde-test, and Metadinitrobenzene-test to a series of bile acids, 
the author found that there are certain correlations between the 
structure of these bile acids and their colour reactions. 

_ It is possible to suggest the structure of a bile-acid in the 
above described limits, by studying the results of different colour 
reactions of the acid. 

2. The author modified the Benzaldehyde-test, and dif- 
ferentiated hyo- and anthropo-desoxycholic acid from each other 
by their colour reactions. 
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XLII. Mucin from the Sublingual Gland. 
Second Paper. 


By 


YASUHISA TANABE. 


(From the Medico-Chemical Institute, Hokkaido Imperial University, 
Sapporo. Director: Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, November 28, 1938) 


It was noted in the first account that alkaline treatment gave 
an acid precipitable product from the sublingual mucin which 
involved a hexosamine hexose complex. However, as the carbo- 
hydrate complex took up only a few per cent of the fission product, 
the analysis of the latter are not deemed to have given such accurate 
values. Accordingly the writer attempted to isolate the former 
after the procedures of Rimington (1931). The preparations 
obtained were of quite similar composition as B1lix’s “Kohlenhydrat 
II” of the submaxillary mucin, because the hexose present was 
revealed to be mannose and its equivalent ratio to hexosamine was 
2to1. But it gave immediate red coloration with dimethylamino- 
benzaldehyde and acetyl remained by more than 0.8 equivalent of 
the aminosugar. 


EXPERIMENTAL. 
Isolation of the hexosamine hexose complex. 


Acid precipitable fractions were separated by 5 hours alkaline 
treatment and committed to the procedures of Rimington. 
Boiling with saturated Ba(OH)» solution was continued as long 
as 24 hours. Yield from 75 gm of the fraction above was 0.35 gm 
in averages. Purification was carried out as follows: The crude 
product was dissolved in a small volume of water, shaken with 
Y% part of a chloroform-amylalcohol mixture (3:1) for one day, 
then the watery layer was condensed in vacuo at 40°C to a syrupy 
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consistency nad precipitated finally with a methanol-ether mixture 
in Prep. I, and with methanol alone in Prep. II. 

Its solution was not precipitable by glacial acetic acid, 
trichloracetic acid or phosphotungstie acid. 


1. Qualitative Assay. 


Biuret and ninhydrin reaction as well as Sakaguchi’s test 
for arginin and the naphthoresorcinol test for uronic acid were 
negative. Barium chloride did not give any precipitate after 
hydrolysis with hydrochloric acid. Ehrlich’s diazo reaction 
produced a pale orange red colour. Distinct red coloration was 
given by dimethyl-aminobenzaldehyde. Previous heating with 
alkali was not required for this reaction as in the sublingual mucin. 


2. Optical rotation of Prep. II in water. 


faje= 0.02 x 3.0075 


= +3.86°. 
0.0156 x 1.0014 x 1 


3. Quantitatwe data. 


Analyses were made according to the methods employed in 
the foregoing work (First Paper). Results will be embodied in 
general in Table I. 

The reducing forces amounted only to %4 of the calculation 
from the individual sugar components, which is apparently an 
unexplainable finding. 

NHb-nitrogen covers the difference between the total nitrogen 
and the acetylated part of the glucosamine nitrogen. Judging not 
only from this fact but also from the sequel of the diazo test, the 
ntirogenous impurity seems to be tyrosine, but not histidine. 

Table II shows the figures, which were calculated out from 
the colour intensities developed by the ordinary sugar of Prep. II. 
That mannose was the sugar involved will be reasonably accepted 
therefrom. The average concentration as mannose in the solution 
corresponds to 53.4% of the preparation. 

The Foundation for the Promotion of Scientific and Industrial 
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TABLE I. 
oe In per ent FO rt ag 
Prep. I Prep. II Prep. I Prep. II 
Nitrogen 3.3 3.4 1.70 1.68 
Reduetion after 
hydrolysis”, 
as glucose 50.3 52.9 
dlexosamine, 
as glucosamine 25.0 26.0 1.00 1.00 
Mannose 51.4” SEP ae 2.06 2.05 
JHsCO 5.0 5.6 0.83 0.90 
NH: Nitrogen” 1.6 0.79 
Ash 3.2 


1) Duration of hydrolysis: 3 hours. No increase of reducing force was 
observed by extending the time of hydrolysis to 5 hours. Prior to hydrolysis, 
Prep. I reduced ferricyanide to the extent of 3.3% glucose. 

2) Average values of the three colour reactions. 

3) By the micro-Van Slyke method. 


\ 


TaBLE II. 
The solution adapted for orcinol and indole reaction was 0.056% 
and that for the diphenylamine reaction 0.028%. 


Cone. (%) of the ordinary sugar in the 

Rinciea aetine solutions, expressed as 
Mannose Galactose Glucose 
Orcinol Vial 0.0300 0.0278 0.0435 
Indole 10.3 0.0298 0.0278 0.0203 
Diphenylamine I 10.8 0.0150 0.0303 0.0183 


Research of Japan gave a grant towards the cost of this research 
which is gratefully acknowledged. 
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As was pointed out already (Tanabe 1988, ii; 1939), sub- 
lingual mucin contains mucoitin and the glucosamine-mannose com- 
plex. The greatest part of glucosamine in the mucin is, however, 
assumed to belong to an unknown polysaccharide, because the 
aminosugar greatly exceeded the calculated amount from the con- 
tents of uronic acid and mannose, which are the constituents of 
the isolated carbohydrates above. 

Blix put forward the opinion that the complex which occupies 
in the main the prosthetic group of submaxillary mucin is made 
up of acetylglucosamine and an unknown organie¢ acid (“Kohlen- 
hydrat I”). He could separate it in a crystalline form from the 
protein by boiling preliminarily with water and then extracting 
the fission products with methanol, followed by fractionation 
with ether and petroleum ether. As its yield, however, amounted 
only to a minute quantity, he thought that either only a small 
portion of that carbohydrate was bound in a particularly loose 
manner, or the greatest part existed in a polymerized, in organic 
solvents insoluble state. Under the supposition that our third 
carbohydrate might be identical with this “Kohlenhydrat I’, | 
adapted his preparation procedures to sublingual mucin. As, how- 
ever, no crystals could be obtained in several attempts, I tried 
finaly to separate the carbohydrate in question from the mucin, 
after splitting off mucotin and the glucosamine-mannose complex 
from the latter. 


381 


382 Y. Tanabe: 


Orienting investigations indicated that heating with distilled 
water for a long time did not have a detrimental effect on the 
aminosugar? even at 120° under pressure, although it was de- 
composed tremendously by boiling with saturated Ba(OH)> solu- 
tion. This striking stability against high temperature was, there- 
fore, made use of and the cleavage products were fractionated by 
means of methanol, then with glacial acetic acid and ultimately by 
shaking with a chloroform-amylalcohol mixture, taking thereby the 
glucosamine contents” of the fractions as the index of the carbo- 
hydrate. 

Final products contained glucosamine to the extent of 25%. 
We tried to enrich its content by the Sevag process with liquid 
air and also by separation with phosphotungstie acid and with 
kaolin. But no significant effect was recognized. The nitrogen 
value was high and the biuret test was positive. Galactose was 
present in the equivalent ratio to glucosamine of 0.2. Acetyl 
amounted to 2 equivalents to the aminosugar. The question of 
whether or not galactose participates in making up the third 
carbohydrate is an important matter to settle. Although my ex- 
periments have not yet thrown light on this problem, it is thought 
noteworthy that its equivalent proportion to the aminosugar was 
found similar not only in two preparations, but was also con- 
cordant with the corresponding ratio in the acid soluble fraction”? 
of the mucin after alkaline scission. In other words, drastic treat- 
ment at such a high temperature as 120°C and the succeeding 
fractionation processes did not alter the quantitative relations be- 
tween those two kinds of sugar. 


EXPERIMENTAL, 
a. The Third Carbohydrate. 


Preparation. 


20 gm of sublingual mucin were dissolved in 1 liter of 2% 


1) Estimated by the Masamune-Nagazumi method. 
2) The mucoitin content of this fraction may be assumed as neglectable, 
as will be referred to below. 
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NaOH solution and stood for 5 hours (room temperature: 19°C), 
neutralized and then acidified to pH 4 in order to remove the acid 
insoluble fragment. The supernatant liquid, after centrifugaliza- 
tion, was shaken with 14 part of chloroform for 24 hours and 
centrifuged. The watery layer was decanted out in a porcelain 
dish, agitated with BaCOs3 powder first at room temperature, after- 
wards on a water bath for 8 hours. BaCO3 was separated by 
means of a centrifuge and the solution was condensed further on 
the bath to about 20ce. The precipitates which came out in the 
meanwhile were removed from time to time. The liquid stood for 
1 day with 10 parts of glacial acetic acid, whereby mucoitin was 
deposited. These procedures are similar to those described in the 
first account. 

The mixture was freed from mucoitin and 10 volumes of 95% 
alcohol were added. The deposit which appeared was collected, 
dissolved in 250 ec. of water and dialyzed against running water. 
After the lapse of 1 day, the solution showed neutral reaction. It 
was evaporated to 10 cc. and heated in an autoclave at 120°C for 
10 hours, then the hydrolysate was shaken, after dialysis, with 14 
volume of chloroform-amylalecohol mixture (3:1) for 1 day and 
centrifuged. The clear upper layer was submitted to vacuum 
distillation and the dry residue was boiled with methanol under 
reflux for 30 minutes, twice. The remainder was poured into a 
small quantity of glacial acetic acid, whereupon most of it went 
into solution. After centrifuging off the insoluble part, ether was 
added to the solution as long as all the precipitable substance was 
carried down.” The deposit was taken up in water, dialyzed and 
treated with the chloroform-amylalecohol mixture above and finally 
dried under reduced pressure. The dark brown powder obtained 
amounted to 2gm. It gave the biuret test. 


Analyses. 


Data obtained will be listed in the accompanying table. The 
analytical methods were those employed in the foregoing work. 


1) Fractionation with ether was useless. 


384 Y. Tanabe: 
TABLE I. 
: Expr. as equivalents 
In per cent per equivalent weight 
Analyses 
Prep. I Prep. II Prep. I Prep. II 
Nitrogen 10.6 10.8 
Total reduction 
after hydrolysis*), 
as glucose 31.4 33 
Carbohydrate 
reduction*), 
as glucose 18.4 18.0 
Glucosamine 26.0 24.8 1.00 1.00 
Ordinary sugar, as 
galactose 5.0 4.9 0.19 0.19 
CH3;:CO 22 agli 1.96 1.86 
Sulfate-S 0.0 0.0 
Ash 2 ome 


*) Duration of hydrolysis: 3 hours. 


The ordinary sugar was identified with galactose from the 
intensities of its colour development and its reducing force (the 


Masamune-Tanabe method). 


An example on Prep. II will be 


given below. 1ce. of the final solution prepared by the fractiona- 
tion corresponded to 250 mg of the specimen. 


TABLE IT. 
; Sugar concentration (%) in the final 
’ Reading of solution, expressed as 
Reaction colorimetry 

eat Galactose Mannose Glucose 
Orcinol 14.4 0.0123 0.0128 0.0165 
Indole 20.2 0.0128 0.0140 0.01.00 
Diphenylamine I 26.8 0.0133 0.0075 0.0133 
Reduction 0.0125 0.0103 0.0101 

Mean:0.0125 


The specimens reduced ferricyanide by themselves to the same 
extent as their acid hydrolysates, while their solutions showed 
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searcly any reducing force after phosphotungstic acid treatment, 
in contradistinction to the hydrolysis products. This and the fact 
that the specimens gave immediate red coloration with dimethyl- 
aminobenzaldehyde are regarded as suggesting first, that C, of 
glucosamine does not make a glycoside linkage and is set free by 
hot alkali; and second, that the polysaccharide is bound with the 
protein moiety by the aid of a bondage which is unstable to hot 
acid. 


b. The acid soluble fraction of the mucin 
after alkaline treatment. 


Preparation. 


The mucin was treated with alkali and, after removal of the 
acid insoluble fraction and neutralization, the solution was dialyzed 
and evaporated under reduced pressure to a small volume and 
precipitated with 5 volumes of 95% alcohol. Redissolution in a 
small volume of water, removal of the remainder of the acid in- 
soluble fragment” and reprecipitation were repeated, until no more 
precipitation occured on acidification of its solution. The final 
deposits were washed with alcohol and ether and dried ultimately 
in vacuo over P2O;. An average yield was 2.5gm per 10 gm of 
the mucin. The product showed immediate red coloration with 
dimethylaminobenzaldehyde. The aniline acetate test for the 
uronic acid was distinctly positive, although the sequel of the 
naphthoresorcinol test was not certain. 

Analyses. 

As illustrated in Table III, the equivalent ratio of glucosamine 
and galactose was nearly 1:0.2, which is similar to the observation 
in the preceding specimens. Glucuronic acid amounted to as much 
as 5.2%. Furfural, however, is produced not only from glucuronic 
acid and pentoses but also from hexoses, hexosamines and proteins 
as mentioned already (Tanabe 1938, i) and the preceding speci- 
mens which are regarded as free from the hexuronic acid gave 
also nearly equal quantities of furfural (4.8% from Prep. I and 


1) At pH 4-5 by means of acetic acid. 
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TasBLE III. 
Analyses of the specimens of the acid soluble fraction. 
z t Expressed as equivalents 
In per cen per equivalent weight 
Analyses 
Prep. I Prep. IT Prep. I Prep. IL 

Nitrogen 9.7 10.6 
Total reduction 

after hydrolysis”, 

as glucose 18.2 20.4 
Carbohydrate 

reduction”, 

as glucose 14.6 14.4 
Glucosamine if) 15.6 1.00 1.00: 
Glucuronie 

acid by the 

furfural method 5.2 5.2 
Galactose” 3.0 Bw) 0.17 0.22 
CHsCO 7.9 Welk: 1.84 1.89 
Sulfate-S 0.07 
Ash 3.8 3.2 


1) Duration of hydrolysis: 8 hours. 
2) Estimated by the second procedures of the Masamune-Tanabe 
method. 

5.2% from Prep. I], expressed as glucuronic acid). Therefore the 
real contents of glucuronic acid in these specimens are assumed to: 
be much less. Their own reducing forces? were not markedly 
divergent from the value after hydrolysis. The former prepara- 
tions resembled these also in this connection. 

The expenses of this work were defrayed by a grant from the 
Foundation for the Promotion of Scientific and Industrial Research 
of Japan. 
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Physical measurements of sublingual mucin were made on a 
specimen which had been prepared as described in the first account. 
Once dried up, the mucin becomes much less soluble in acid. 
Therefore, it was dissolved by means of the least requisite 
quantity of NaOH (1%) and the determination was made there- 
upon immediately. 

[a]% was —20.2° and specific refraction 0.264° at pH 8.16 
and 24°C. 

Relative viscosity of 0.2% solution at pH 8.8 and 35°C was 
4.2, but it decreased to 3.3 on boiling with alcohol. By this 
alcoholic treatment, the last trace of fat was extracted off from 
the mucin. In order to see if the fat impurity might raise the 
viscosity of the mucin, it was added as ether solution to the solution 
of the fat-free-mucin specimen and the measurement was repeated 
after expelling off the ether. However, the viscosity was not re- 
stored thereby. As, moreover, the contents of nitrogen and 
glucosamine were akin before and after boiling with alcohol, the 
viscosity change was in all probability due to some alteration of 
the molecular configuration. 


EXPERIMENTAL. 
The hydrogen ion concentration was determined electrometri- 


cally. 
387 
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Optical rotation at pH 8.16. 


sees is AOA AOU aan mera 
Lalo = +999 1.1835 x1 


Sepcific refraction at pH 8.16. 


Cone. of the mucin in the solution: 1.1835% 
Temp.: 24°C. 


(1.83483)2—1 . 1 © 100 —_(1.83268)?—1 . 1 98.8165 
(1.33483)24+2 0.9949 1.1835 (1.33268)?+2 0.9978 1.1835 
=0.264°. 


Relative viscosity of the mucin by an Ostwald 
viscosimeter. 


Bath temperature was 35°C. 
i) The mucin specimen, prepared by the procedures cited mm the 
first account. 


pH of the solution: 8.78 
Cone. of the mucin in the solution: 0.2% 


Time after commencement Tine: of bubtlow 
of measurement aa) 

min. 

0 200.0 

15 195.6 

30 192.4 

45 192.8 

60 194.0 

120 191.0 

180 190.0 

240 190.2 


Time of outflow for water was 45 seconds, and accordingly 
the relative vsicosity was 4.2 (=190.0/45). 


vv) The mucin freed from fat by boiling with alcohol, as cited 
below. 


pH of the solution: 8.37 
Conc. of the mucin in the solution: 0.2% 
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Time after commencement 
of measurement 
min. 


Time of outflow 
see. 


0 151.2 
15 159.0 
30 149.5 
60 148.4 
90 148.0 

148 _ 


Relative viscosity: =i 


45 


iii) The effect of the fat on viscosity of the fat free mucin. 

10 mg of the fat which had been separated from the mucin 
and recrystallized were dissolved in 2 ce. of ether and 1 ce. of this 
solution was added in drops, under shaking, to 10 ce. of the mucin 
solution (77) immediately on preparation of the latter. Soon, ether 
was expelled and viscosity was measured. The control solution was 
prepared by adding and expelling off ether in a similar manner. 


The main run. 


Time after commencement Pisieot authlow 

of measurement bee: 
min, 

0 139.4 

15 137.4 

30 137.0 

45 136.2 

60 136.2 

90 136.0 


Relative viscosity: 3.0 


The control run. 


Time after commencement mime of cutiow 
of measurement Ge 
min. er 
0 148.8 
15 147.8 
30 148.0 
60 148.2 


Relative viscosity: 3.3 
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Thus the viscosity was rather lowered by the fat instead of 


being raised. 


The product separated from the mucin by boiling 
with alcohol. 


The mucin prepared by the mentioned procedures was boiled 
with 8 parts of 95% alcohol for 1 hour under reflux and alcohol 
was filtered hot. Colorless microcrystalline precipitate (thick 
needle) came out on standing.” Yield, 0.25-0.94 gm per 50 gm of 
the mucin. Repetition of the alcoholic treatment gave no better 
yield. Recrystallization was carried out from hot alcohol. 

The purified product melted at 54-55°C and was soluble in 
ether, petroleum ether, pyridine, chloroform and benzol and 
insoluble in acetone. Tests for phosphorus and for nitrogen 
(Lassaigne) were negative. Acrolein reaction was shown. [Iodine 
was taken up by it (Solvent: chloroform). Liebermann- 
Burchard reaction for sterol was negative. 


Microanalysis(preg1) 
I 3.440 mg substance: 9.504 mg COs, 3.732 mg H.20 (75.538%C, 12.14%H) 
II 3.015mg__sé, : 8.370mg ,, , 3.300mg ,, (75.71%C, 12.24%H) 


The product was thus assumed to be neither a lipin nor 
cholesterol but an slightly unsaturated fat. 

The writer wishes to express his gratitude to the Foundation 
for the Promotion of Scientific and Industrial Research of Japan 
for defraying the costs of this investigation. 
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1) Almost no residue remained on evaporation of the mother liquid. 
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BEITRAGE ZUR KENNTNIS DER EMBRYOCHEMIE 
DER MEERSCHILDKROTE. 


Von 


GEN-ICHIRO IMAMURA. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule 
in Kagoshima. Vorstand: Prof. 8. Suzuki.) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1938) 


Da die Ursuchen der Verschiedenheiten der im Organismus 
jeder einzelnen Tierspecies ablaufenden chemischen Erscheinungen 
wenigstens zum Teil schon auf die Friihzeit der Hientwicklung 
zuruckzfiihren sind, so erschien es mir interessant, die chemischen 
Vorgange der sich entwickelnden Hier verschiedener Tierspecies 
vergleichend zu betrachten und dadurch die natiirlichen Verwand- 
schaftsverhaltnisse der Tiere zu ermitteln. Obwohl die Eier des 
Menschen und der Saugetiere aus leicht ersichtlichen Griinden 
kaum Gegenstand einer exakten Untersuchung werden konnen, so 
gehoren jedoch die der Vogel und Reptilien zu den bequemsten Aus- 
gangsmaterialien, die dem physiologischen Chemiker tiberhaupt zu 
Gebote stehen. Die meisten Reptilieneier sind grobwahrnehmbar 
und entwickeln sich ausserhalb der miitterlichen nutritiven Sphare. 
Da es nun verhaltnismgssig schwer ist, eine zur Untersuchung 
ausreichende Zahl zu bekommen, so blieb das Reptilenei bei dem 
Studium der Embryochemie, besonders der Bebriitung, bisher 
wenig beriicksichtigt. Unter den Reptilieneiern sind nur die der 
Meerschildkréte leicht in grésseren Mengen zu _ beschaffen und 
bequem zu untersuchen. Prof. Tomita und seine Schiiler haben 
vor mehreren Jahren itiber zehntausend Hier der Meerschildkrote 
von der Fukiage-Kiiste in der Prafektur Kagoshima bekommen 
und haben diese bei den ausgedehnten chemischen Untersuchungen 
verwendet. Seiner Aufforderung gern folgend, habe ich im 
Anschluss an bereits mitgeteilte Beobachtungen den weiteren 
Versuch unternommen, die Entwicklungsvorgange mehr von 
physikalisch-chemischen Standpunkten aus zu verfolgen. 
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Die Meerschildkréte, Thalassochelys corticata (Chelonia 
cauana) bewohnt hauptsichlich den atlantischen Ocean und das 
Mittelmeer, kommt aber auch in den Sommermonaten an den 
sandigen Kiisten des siidlichen Japans vor. Sie begeben sich nur 
auf das Land, um ihre zahlreichen, weichschaligen Hier abzulegen. 
In der finsteren Nacht steigen die Tiere ans Land, schleppen ihren 
schweren Koérper auf die Sandkiiste hinauf, graben ein Loch, legen 
ihre Hier hinein, fiillen es wieder mit Sand, den sie fest stampfen 
und kehren wieder ins Meer zuriick. Da diese Tiere jemanden, 
der gerade hinter ihnen geht, nicht horen, kann man den Tieren 
so weit folgen, bis sie die Brutstelle auswahlen. Die Legezeit der 
Meerschildkrote beginnt bei uns meistens Mitte Juni und wahrt 
bis Mitte August. Die Tiere legen gewohnlich zehn bis vierzehn 
Dutzend Hier. Die Jungen schliipfen je nach der Temperatur 
nach Verlauf von 6-8 Wochen aus. Bei meinen Untersuchungen 
dauerte die Bebriitung immer 56 Tage. 


I. Dir VERHALTNISZAHLEN DER GEWICGHTE VON 
ScuHaue, Erweiss, Dotter unpD EmBryo. 


Was das Gewicht der Hier. betrifft, so zeigt es keine grossen 
Schwankungen. Mit der fortschreitenden Entwicklung des Eies 
nimmt aber das Gewicht allmaéhlich zu. Diese Zunahme ist von 
dem Wassergehalt abhangig. Die Trennung der einzelnen Eiteile 
ist nicht immer leicht. Das Weiss ist bei frischen Hiern sehr dick, 
nach eiigen Tagen wird es teilweise diinnfliissig, teilweiss sehr 
dick und zaihig. Am 17ten Bebriitungstage ist die Allantoisfliissig- 
keit reichlich gebildet. Am 25sten Bebriitungstage wird Amnios- 
wasser erhalten. 

Fir jede Versuchsreihe wurden 5 Versuche unternommen. 
Die einzelnen Versuchsresultate stimmen miteinander gut iiberein. 
Die Resultate sind in Tabelle I zusammengestellt. 

Es folgt hier eine Tabelle, die die in den verschiedenen Ver- 
suchen erhaltenen Mittelwerte enthalt. 

Man sieht, dass das Gesamtgewicht des Hies nach dem 25sten 
Bebriitungstage deutlich zunimmt. Je nach der Entwicklung des 
Embryos verschwinden Eiweiss und Dotter allmiéhlich. Die Ge- 
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TABELLE La. 


Mauer in | gowient| Seale | Hiweiss| Dotter | Stor [araacer | D#¥0 
Tagen g 8 gs g g g S 
34,9 3,9 15,8 15,2 
32,0 3,7 14,8 NS 
Frisch 33,7 20" 18:3 16,4 
32.2 5,6 12,4 14,2 
84,5 2,9 16,2 15,1 
34,6 De 14,0 15,6 
, 38239 Pel 12,6 14,5 
1 33,6 2,1 12,4 14,8 
asi 3,1 12,2 14,6 
35,5 AAT. 14,9 14,7 
34,2 ay 13,1 14,8 
33,6 2,0 11,6 15,9 
2 31,6 1,9 Ad, 1 14,8 
36,1 1,8 13,6 15,7 
32,0 1,6 Her 15,1 
32,6 2,5 n227, 14,6 ‘ 
33,5 17 16,1 12,4 
z 31,9 1,9 10,5 15,0 
30,9 2,4 15,5 10,4 
35,1 1,9 18,6 14,6 
34,4 2,4 16,8 15,2 
5 34,4 By 19,8 12,4 
34,3 2,3 17,4 14,6 
36,0 oT. 18,7 1522 
33,9 1,5 16,8 15,6 
32,5 1,9 16,7 13,9 
Ti 34,0 2,0 17,5 14,5 
34,1 1,8 16,5 15,8 
32,0 15 15,5 15,0 
24,2 albyl se 11,6 
33,4 2,0 ipa 12,6 
10 35,3 2,0 19,6 10,5 


33,9 Asi 16,8 13,4 
34,9 eT 19,8 12,3 
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TABELLE I b. 
+ z amt- ee Allant. | Amnios- rel 
ate aaa . Phy Schale. | Eiweiss Doster SANGO, PAO Embryo 
Tagen d. Eies 8 8 = g g & 
35,8 ei 18,4 — 
30,7 2,6 nN 7e7 8,9 
13 34,1 1,4 16,9 10,6 
33,5 DS 18,4 11,6 
35,0 Ii WERE 10,2 
35,0 ihe 4,9 Til | TALS 
35,0 2,0 3,0 12,7 16,5 
17 35,5 2,4 11,4 16,8 
35,5 2,4 — 12,2 20,1 
36,4 12,2 _— il ts 20,0. 
36,7 2,0 4,1 12,1 18,0 0,3 
35,2 2,0 1,3 12,2 19,4 0,5 
20 33,2 2,0 6,3 10,8 13,6 0,3 
31,7 19 Wea 12,0 10,5 0,4 
31,5 1,4 Sal 10,2 11,4 0,4 
35,2 iv 0,2 12,3 Wyeth — 0,9 
37,5 1,5 3,0 12,2 TA 0,8 039 
25 35,7 1,8 0,8 1a 18,1 0,8 1,0 
38,3 1,6 4,5 11,9 17,5 0,8 al 
34,6 1,7 oer noes 16,1 —_ 0,8 
40,1 2,0 5,0 9,8 16,1 a 2,3 
BD 36,8 ey 4,8 10,3 |° 12,8 0,8 2,5 
35,8 1,9 3,7 9,8 15,5 = 2,6 
34,8 te 3,5 Os || Tayi — al 
34,1 1,8 Dae 9,3 12,5 29 5,6 
36,2 1,8 2,6 835 13,8 1,5 5,8 
35 36,3 iy) 2,9 8,7 14,3 1,5 4,4 
37,1 1,9 265 |g Ge 13,3 1,8 5,1 
"87,5 iy any, 7,8 12.7 7, 4,6 
29,9 12 3,8 10,5 1,3 15,2 
45 40,2 1,3 Spur 333 12,5 1,3 17,0 
40,7 1,4 3,9 11,3 2,0 15,3 
7 = 
46,7 1,3 Seal ea 19,5 == 19,9 
43.4 1,5 2,3 15,4 1,5 17,5 
50 41,3 1,4 Spur 0,9 15,3 — 17,6 
_ 38,4 ala 1,0 14,5 — 16,6 
37,6 at 156 eT, = Se 
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TABELLE ITI. 
emp eake Gewicht (g) von 
gues a Gesamt- —— Allant- | Amnios- 
Tagen Bi Schale | Eiweiss| Dotter rade | wasces Embryo 
Frisch 33,8 336 15,5 14,9 
1 34,0 2,2 13,2 “| 148 
2 re oe 12,4 | 15,2 
3 s29 1 24 187 | 33 
5 34,8 21 18,2 | 14,4 
i 3350 AT 16,6 14,9 
10 34,3 1,8 18,3 12,0 
ie * 33,8 2,0 17,9 10,3 
17 35,5 21 3,9 11,8 17,6 
20 33,6 1,8 053 11,4 14,5 0,4 
25 36,2 1,6 2,2 12,0 17,4 0,8 0,9 
30 36,8 1,8 4,2 9,8 14,8 0,8 250) 
35 36,2 L7 2,5 8,5 | 13,1 L7 5,1 
45 40,2 eS Spur 3,6 11,4 1,5 15,8 
50 41,4 1,2 Spur 14 | 15,2 1,5 17,9 


* 


wichtszunahme des EHies bei der Entwicklung beruht auf der 
Wasserresorption aus der Umgebung. 


Il. WaAcHSTUMSGESCHWINDIGKEIT DES 
MEERSCHILDKROTENEMBRYOS. 


Am 10. Bebyiitungstage bemerkt man an beiden Seiten des 
8mm langen Embryos schwarze, punktaéhnliche Augen, am 17. 
Bebriitungstage bildet sich der Kopf. Sobald das Kopfende sich 
deutlich zu gestalten beginnt, knickt es sich nach vornhin gegen 
das Dotter ein. Unmittelbar nach dem Erscheinen der Kopfbeuge 
beginnt die Bildung der Schafhaut (Amnion). Schon vor Ent- 
stehung und vollstandiger Ausbildung der Schafhaut sind auch 
die iibrigen. Organsysteme angelegt worden. Mit dem Beginn des 
Darmschlusses tritt die Bildung der Harnhaut (Allantois) ein. 
Von der Stelle aus, wo die Hinterfiisse hervorsprossen, erhebt sich 
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ein kleines Blischen, das eine Ausstiilpung der vorderen Darm- 
winde darstellt und rasch nach vorn wichst, indem es durch den 
vorderen Nabelring hindurchdrinet und sich nun tiber der Schaf- 
haut ausbreitet. Gegen Ende der Entwicklung hin, findet man in 
dem Ei den Keim in saure Schafhaut eingehiillt und an der Bauch- 
fliche die Nabeloffnung zeigend. Nach dem 30sten Bebriitungstage 
wachst der Embryo mit steigender Geschwindigkeit und vom 40sten 
Tage ab wird das Wachstum wieder langsamer. 

Der Ubersichtlichkeit halber ist die Wachstumsgeschwindigkeit 
des Embryos im folgenden kurvenmiassig dargestellt (Abb. 1). 


Abb. 1. 


Monomolekulare autokatalytische Reaktion. 
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Die Kurve entspricht der Robertson’s Formel der monomole- 
kularen autokatalytischen Reaktion: 


x 


log = K (¢—%,) Formel A. 


a 
wo x£=Gewicht des Embryos bei dem Beriitungstag f, 
A=maximales Endgewicht des Embryos, 
t;=Bebriitungstag, in dem das Gewicht des Embryos A/2 
betraet. 
Aus der Betrachtung der Linie findet man mithin fiir die 
Berechnung von x folgende Formel: 


log = = 20115 (¢— 38.6) Formel B. 
26 —7 
Wie aus umstehender Tabelle III zu ersehen ist, stimmen die 
nach der Formel B berechneten Werte fiir x mit den durch die 
Messungen erhaltenen gut iiberein: 


Ill. VErRANDERUNG DER pH-WerTE DES EIINHALTES 
WAHREND DER BEBRUTUNG. 


Gewisse physiologische TEigentiimlichkeiten, welche einen 
schnellen osmotischen Ausgleich zwischen den Korpersaften und 
dem umgebenden Medium zu verhindern scheinen, erméglichen nun 
manschen Organismen sich auf die besten Bedingungen fiir die 
Anpassung an ein umgebendes Medium einzustellen. Man kann 
also aus den physikalischen Eigenschaften des umgebenden 
Mediums die physikalischen Existenzbedingungen der Organismen 
einigermassen erschliessen. Die im Elinhalt wahrend der Be- 
briitung nachweisbaren chemischen Prozesse laufen letzten Endes 
naturgemiiss auf eine Uberfiihrung des vorhandenen Vorratsstoffes 
des Eiinhaltes in die Gewebe und Organe des Keimlings hinaus. 
Sie bestehen demnach in wesentlichen in einer Aufspaltung, Uber- 
fiihrung und Umwandlung der organischen und anorganischen 
Substanzen der genannten Bestandteile. Dementsprechend sollen 
die pH-Werte des Hiinhaltes in einer erlisslichen Begrenzung hin 
und her schwanken. 
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TABELLE III. 


Gewicht des Embryos (x) 


Bebriitungstage 
ie Die durch Messungen Die nach der Formel 
erhaltenen Werte B berechneten Werte 


25 1,85 (0,5) 


2,4 


Se) 
OV 
be 
iS 
Or 
oO 
bo 


40 10,20 11,0 


45 15,20 15,8 


50 17,60 ee 


56 18,60 18,4 
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TABELLE IV a: 


Bebriitungs- 


F pH-Wert von 
' dauer in ; 
Tagen Eiweiss Dotter Allantoisfl. | Amnioswasser 
7,6 5,6 
to 5,5 
Frisch Howl D0 
weihe! 956) * 
8,1 5,7 
. 6,9 5,7 
6,9 d,7 
zi 7,0 in 
6,9 5,7 
6,9 d,7 
6,4 5,1 : 
6,4 5,1 
2) 6,4 5,1 
6,4 5,1 
6,4 5,0 
7,6 6,1 
TaD, 6,0 
: 7,2 61 
Gap 6,0 
7,6 6,6 
7,9 6,5 
5 8,1 6,5 
8,0 6,5 
Wey) 6,5 
6,4 5,0 
6,4 5,6 
7 6,3 55 
6,3 5,6 
6,8 5,5 
6,1 5,4 
6,3 5,4 
10 6,4 5,4 
6,2 3,3 
6,4 5,3 
6,4 5,0 
6,2 5,3 
13 6,9 5,2 
6,3 fs) 
6,0 5,3 
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TABELLE IV b. 
Bebriitungs- pH-Wert von 
dauer in 
Tagen Eiweiss Dotter Allantoisfl. | Amnioswasser 

5,9 5,2 
6,5 O52 

iff 6,1 5,2 
6,0 5,4 
5,9 5,3 
6,9 6,1 6,9 
6,5 6,1 7,0 

20 6,9 6,0 7,2 
71 6,0 ei 
7,1 5,9 7,6 
6,5 5,1 6,1 6,8 
6,2 5,0 6,4 6,8 

25 6,3 5,0 7,0 6,8 
6,5 5,2 6,8 es 
= aye 6,1 ca 
9,0 6,5 9,3 =. 
9,4 6,6 9,7 8.7 

30 : 
9,2 6,6 9,8 =e 
9,0 6,9 9,9 — 
9,9 6,2 9,4 9,1 
9,2 5,9 9,5 9,0 

35 9,7 6,0 9,5 9,2 
9,1 6,0 9,3 9,0 
8,4 6,2 9,5 9,0 
7,4 5,0 7,3 81 
7,4 5,4 6,5 7,5 

45 7,4 5,2 6,4 7.3 
ase 5,5 Geil 8,5 
== 533 7,0 83 
= 6,2 6,5 ee 
= 6,3 6,5 71 

of << 6,1 7,4 ues, 
Sy =a Mil Aa: 
z= ai re oe 


Beitrage zur Kenntnis d. Embryochemie d. Meerschildkrote. 401 


Als Untersuchungsmaterial benutzte ich einerseits frische Hier 
und andererseits bebriitete, die 1, 2, 3, 5, 7, 10, 18, 17, 20, 25, 30, 
30, 45 und 50 Tage alt waren. LEiweiss, Dotter, Amnioswasser, 
Allantoisfliissigkeit und Embryo wurden scharf getrennt und die 
Wasserstoffionenkonzentration wurde mittels Chinhydronelektrode 
ermittelt. 

Die Ergebnisse finden sich in folgender Tabelle zusammen- 
gestellt : 

Ks folgt nun eine graphische Darstellung (Abb. 2), bei welcher 
auf der Ordinate die pH-Werte, auf der Abscisse der Zeitpunkt der 
Bebriitung eigetragen ist. : 

Uberblickt man die Resultate, so ergibt sich als auffallendstes 
Ergebnis, dass die Reaktion des Eiinhaltes bei der ersten Halfte 


Abb. 2. 
Verinderungen pH-Werte wahrend der Bebriitung. 


Allantoisfl. 


y Dotter Naa 


or 


OD Smee meds: wks a0 25 30 35 40 45 50 
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der Bebriitung schwach sauer ist, waihrend sie bei der. naéchsten 
Hilfte schwach alkalisch wird. Der Dotter bleibt bis zum Ende 
der Entwicklung immer in saurer Reaktion. 

Vergleicht man jetzt diese Ergebnisse mit den friiheren Ver- 
suchsresultaten von Sendju(1929) und Karashima(1929) iiber 
Milchsiurebildung und Fettabbau der Meerschildkroteneier bei der 
Bebriitung, so erkennt man, dass die saure Reaktion des Eiinhaltes 
zwischen dem 7ten und 17ten Bebriitungstage auf die Milchsaure- 
bildung beruht und eine betrachtliche Zunahme der freien Fett- 
sduren nach der 15 tagigen Bebriitung die konstant bleibende 
Aciditat des Dotters verursacht. 

Diese Arbeit wurde im Laboratorium von Herrn Prof. Dr. 
S. Suzuki mit seiner hebenswirdigen Untersttitzung ausgefthrt, 
woftir ich ihm meinen besten Danksage. Auch Herrn Dozent 
Yotsumoto sei ergebenst fiir seine Beihilfe gedankt. 


LITERATUR. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER DIE PHYSIKALISCHEN 
EIGENSCHAFTEN DER AMNIOS- UND 
ALLANTOISFLUSSIGKEIT DES 
MEERSCHILDKROTENEMBRYOS. 


VON 


GEN-ICHIRO IMAMURA. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der landwirtschaftlichen Hochschule 
in Kagoshima. Vorstand: Pro. 8S. Suzuki.) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1938) 


Das Studium des Fruchtwassers bzw. Amnios- und Allantois- 
wassers ist fiir die Aufklarung der Frage unentbehrlich, wie der 
Stoffwechsel der Fotus bei der Entwicklung sich verhalt. Wegen 
der Schwierigkeiten der Untersuchungen dieser Fliissigkeiten von 
verschiedenen Schwangerschaftsperioden bei Séugetieren und 
Menschen hat der von vielen Seiten auf das Studium des Frucht- 
wassers verwandte Fleiss uns auf diesem Gebiete noch keineswegs 
zu einer befriedigenden Stufe der Erkenntnis gefiihrt. 

Es ist ein grosses Verdienst von T. Kamei (1927), durch 
eine Reihe griindlicher Untersuchungen, welche die Entwicklung 
von Hiihnereiern betreffen, der Erforschung des Stoffaustausches 
zwischen Mutter und Embryo einen Wee vorbereitet zu haben. 

Hierbei lasst sich die wahrend der Bebriitung des Meerschild- 
kroteneies so reichlich produzierte Fliissigkeit im ausgedehnten 
Experimente dem Auge des Forschers sehr leicht zuganglich 
machen. Deshalb habe ich mich mit der Erforschung der bis jetzt 
gar nicht beriicksichtigten physikalischen Higenschaften der 
Amnios- und Allantoisfliissigkeit des Meerschildkrotenembryos 
beschaftigt. 

Als Versuchsmaterial bediente ich mich der moglichst gleich 
grossen Hier, die an der Fukiage-Kiiste der Prafektur Kagoshima 
gelegt waren, und zwar verwendete ich bebriitete Hier, die 25 Tage, 
35 Tage und 40 Tage alt waren. 

Durch Punktion mit Hilfe der Spritze kann das Allantois- 
wasser zum grossten Teil aufgesaugt werden. Wird die Schale 
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mit der Pinzette abgeschilt und die Reste der Allantoisfliissigkeit 
quantitativ gesammelt, so kann die Amniosfltissigkeit ohne 
Schwierigkeit mit der Spritze ausgezogen werden. Hs gelang mir 
in den meisten Fallen, fast die ganze Quantitat beider Flissig- 
keiten ohne Beimischung von Blut und Dotter zu samme]n. 


Dik PHYSIKALISCHEN HIGENSCHAFTEN DER AMNIOS- UND 
ALLANTOISFLUSSIGKEIT DES MEERSCHILD- 
KROTENEMBRYOS. 

1. Aussehen. 

Die Amniosfliissigkeit des 25 Tage alten Embryos ist diinn- 
fliissig, farblos und wasserklar; die des 35 Tage und 40 Tage alten 
Embryos sieht auch wie die des 25 tagigen aus. 

Das Allantoiswasser ist bei 25 tagiger Bebriitung diinnfliissig, 
etwas getriibt und farbt sich blassgelb; das des 35 Tage alten 
Embryos ist etwas dickfliissig, gelblich gefarbt und flockig getriibt. 
Bei 40 taigiger Bebriitung wird es sehr zihe, klar und gelblich. 


2. Mengenverhdltnisse. 


Die Amnioswasser- und Allantoiswasser- 
mengen, die sich in den verschiedenen Perioden der Bebriitung 
im Ei vorfinden, habe ich bei einer Anzahl von Versuchen unter- 


sucht. 


physiologischen 


Die Resultate sind in Tabelle I zusammengestellt. 


TABELLE I. 
Amniosfliissigkeit Allantoisfliissigkeit 
Bebriitungs- M ; 

dauer in Gesamt- ae Prozent- | Gesamt- ide Prozent- 
Tagen zahl der eons zahl der | zahl der Drake zahl der 
Proben aa woh Proben Proben oven 3 Proben 

: 16,0 27,0 

25 10 0,8 70,0 15 17,0 20,0 

20,0 20,0 

2 z ily 24,4 14,0 20,8 

3a 45 1,8 24,4 48 18,0 16,6 

1,5 15,5 13,0 14,5 

14,0 29,6 

40 27 ae ae 27 12.0 18,5 

‘i ‘ 15,0 18,5 
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Aus der Tabelle geht hervor, dass die Menge™des Amnios- 
wassers bei 25 tagiger Bebriitung 0,8 cem und bei 35 und 40 tagiger 
Bebriitung 1,7-1,8 ecm betragt, wahrend die des Allantoiswassers 
viel grésser ist und durehschnittlich 14-16 cem betragt. 


3. Reaktion. 

Beim Friih- und Spatstadium der Hientwicklung reagieren die 
Amnios- und Allantoisfliissigkeit gegen Lackmus neutral. Nur bei 
30 und 35 tigiger Bebriitung ist die Reaktion beider Fliissigkeiten 
allkalisch. 


TABELLE II. 


x ; pH-Werte von 
Bebriitungsdauer in 
Tagen Amnioswasser Allantoiswasser 
6,9 
7,0 
20 7,2 
(Al 
7,6 
6,8 6,1 
6,8 6,4 
25 6,8 7,0 
== 6,8 
= 6,1 
— 9,3 
: A i 
a 9,9 
2 sb 9,4 
9,0 9,5 
35 9,2 9,5 
9,0 9,3 
9,0 9,5 
8,1 To 
7,5 6,5 
45 7,3 6,4 
8,5 (hal 
8,3 7,0 
-- 6,5 
Tol 6,5 
50 = 7,4 
— ul 
aS 7,2 
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Die pH-Werte des Amnios- und Allantoiswassers bei ver- 
schiedenen Perioden sind in Tabelle Il zusammengestellt. 


4. Das speztfische Gewicht. 


@ 

Das spezifische Gewicht wurde stets mittels. des Pyknometers 
bestimmt. Das der Amniosfliissigkeit ist bei 35 tagiger Bebrutung 
am hochsten, wahrend es bei weiterer Entwicklung wieder 
abnimmt. 

Beim Allantoiswasser vermindert es sich mit fortschreitender 
Entwicklung des Embryos. 

Tabelle III zeigt die Ergebnisse. 


TABELLE te 


- : pH-Werte von 
Bebriitungsdauer in 
qagom | Amnioswasser Allantoiswasser 
25 1,0074 1,0067 
: 35 1,0154 000 
40 1,0136 1,0049 


5. Der osmotische Druck und die molekulare 
Konzentration. ‘ 


Dass eine einfache Beziehung zwischen der Gefrierpunktser- 
niedrigung und dem osmotischen Druck der Losung besteht, ist 
bekanntlich durch die Raoult-vant’Hoff’sche Formel, P=0,082 
cT, festgestellt. Hierin bedeutet P den osmotischen Druck, 7 die 
absolute Temperatur, c die molekulare Konzentration der Losung. 
Ist die Differenz zwischen dem Gefrierpunkt einer Liésung und 
dem des Wassers bekannt, so ergibt sich c der ersteren ohne 
‘weiteres aus der folgenden Formel: 

y : 
£86 9 


wobei A die beobachtete Gefrierpunktserniedrigung bezeichnet. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle IV zusammengestellt : 


% 
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TABELLE LY. 
Amnioswasser Allantoiswasser 
Bebriitungs- 

dauer in Osmot. |. 4 ; Osmot. d 
Tagen 4 | Druck in: || <¢= —— A’ = rockin C= 
Atmosph.. 1,86 Atmosph. 1,86 

25 0,65 7,81 0,349 0,51 6,14 0,274 

35 0,66 ° 7,92 0,354 0,46 5,53 0,247 

40 | 0,67 8,05 0,360 0,34 4,07 0,182 


Aus dem Versuchsresultate geht hervor, dass das Allantois- 
wasser des Meerschildkrétenembryos im Vergleich zum Blutserum 
dieses Tieres stark hypotonisch ist. ‘i 

Weitere Untersuchungen tiber die chemischen Bestandteile der 
Amnios- und Allantoisfliissigkeit des “Meerschildkrétenembryos 
miissen fortgesetzt werden. Die Umstandlichkeit der Material- 
beschaffung rechtfertigt die Verodffentlichung der heute noch recht 
unvollstindigen Ergebnisse. ; 

Es sei mir gestattet, Herrn Prof. Dr. S. Suzuki meinen besten 
Dank fiir seine freundliche Unterstiitzung abzustatten. Herrn 
Dozent Yotsumoto sei auch fiir seine angelegentliche Beihilfe 
gedankt. 


repre pig ry P? aA 
So Pee ‘ ‘ {fate 


HAS ot, Pete eee, 
volt a a AM eres, 


sa 
1 


The Journal of Biochemistry, Vol. 29, No. 3. 


UBER DEN ABBAU DER HYODESOXYCHOLSAURE 
ZUR BISNORHYODESOXYCHOLSAURE UND 
6-OXYPREGNANOL-3-ON-20. 


VON 


TOSIZO KIMURA v. GORO SUGIYAMA. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1938) 


Nach Maruyama u. Yazima (1936) und Ishikawa (1987) 
soll die Gallensaure beim Menschen unter Steigerung der 
Keimdriisenfunktion die Ausscheidung der Keimdriisenhormone 
vermehren. Bekanntlich stehen diese Keimdriisenhormone chemisch 
konstitutionell zu den Sterinen und Gallenséuren in inniger 
Beziehung. 

Diese Hormone sind Derivate der Cyclopentanoperhydro- 
phenanthren, welche im Molekiile eine Keto- oder Hydroxylgruppe 
am Cz enthalten, und gehoren zu der Allocholansdurereihe. Die 
Hydroxylgruppe am C3 steht sterisch in anderer Stellung als die 
der Gallensaure. 

Um einerseits diesen stereochemischen Einfluss auf die 
Wirkung des Sexualhormons zu erkennen und andrerseits die 
oestrogene Substanz in der Galle, tiber die bereits Gsell-Busse 
(1928) berichtete, zu synthetisieren, wurde schon von Ishihara 
(1938) durch systematischen Abbau der Chenodesoxycholsdure mit 
Grignardschem Reagens 7-Oxy-pregnanol(3)-on(20) von der 
Formel Cs;H340; gewonnen, aus welchem durch Oxydation 7- 
ketopregnandion (3,20) von der Formel C2;H30903; erhalten wurde. 
In gleicher Weise wurde von Morsman, Steiger u. Reichstein 
(1936) aus Cholsdure 3.7.12-Trioxypregnan-20-on erhalten. In 
vorliegender Abhandlung haben wir uns ebenfalls mit dem 
systematischen Abbau der Hyodesoxycholsdéure nach Wieland, 
Schlichting u. Jacobi (1926) und nach Shimizu u. Kazuno 
(1936) beschaftigt. 
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Hyodesoxycholsiure-methylester (1) wurde mit Grignard’s 
Reagens in Carbinol (II) verwandelt und nach Windaus (1926) 
acetyliert. Dabei wurde Diacetat gewonnen, welches durch Oxyda- 
tion mit Chromsiure Norhyodesoxycholsdure-diacetat, dann durch 


CHs CHs CHs 
any —CH- —CH,-CH.-COOCH; W rs — CECH er 
CH; Fas CH 
A 
A ae | Yu au 
Bee ae POLS SS 
OH OH 
CHs CH; 


Yy om —CH-CH,-CH:-CO-CH, SS sai 


CH, peel CH; 
Na Via 
HG | We HUE 
DAA GNU NCA 
OH OH 
CH CHs CH, 
a W—CH-CH,-CO-CH; UN [p< OH-C00Ht 
CH, : 
AS e 
VI Iv 
SP NANA wot) 
OH OH 
Appsco-en 
a. 
| | | Vit 
HON. we we 


OH 
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Hydrolyse Norhyodesoxycholsiure (III) Cyo3H3s0, von Fp. 209°C 
und [a]>}=+6,32° erhalten wurde. Diese Norhyodesoxycholsiure 
wurde in genau gleicher Weise zur Bis-norhyodesoxycholsiure 
(IV) Cs2H3g04 von Fp. 238°C und [a]%=—12,90° abgebaut. 
Bei der Oxydation von Hyodesoxycholsiuredimethylearbinoldi- 
acetat mit Chromsdure wurde als Nebenprodukt ein Keton-diacetat 
gewonnen, aus welchem durch Hydrolyse ein 3.6-Dioxyketon (V) 
C25;H4203 von Fp. 183°C und [a]’=+19,81° erhalten wurde. 
Aus dem Oxydationsprodukte von Norhyodesoxycholsaure- 
dimethylearbinoldiacetat wurde ebenfalls ein Keton-diacetat 
gewonnen, welches durch Hydrolyse in ein 3.6-Dioxyketon (VI) 
CosH4903 von Fp. 178°C und [a]is=—3,17° iibergefiihrt wird. 
Das Diacetyl-bisnorhyodesoxycholsdurediaethylearbinol wurde 
mit Chromséure in 6-Oxypregnanol(3)-on(20)-diacetat oxydiert, 
aus welchem durch Hydrolyse 6-Oxy-pregnanol(3-on(20) (VII) 
von der Formel Co;H3,03 und vom Fp. 198°C gewonnen wurde. 


Beschreibung der Versuche. 
A. DIE SAUREN OXYDATIONSPRODUKTE. 
J. Norhyodesoxycholsaure. 
1) Hyodesoxycholsiure-dimethyl-carbinol. 

Zu der Grignardlésung (4,6g Magnesium und 36¢ 
Jodmethyl in 100cem wasserfreiem Ather) wurde wasserfreie 
Atherlésung von Hyodesoxycholsiuremethylester (5g Ester in 50 
eem Ather) allmihlich tropfenweise zugesetzt. Das Gemisch 
wurde auf dem Wasserbade 3 Stunden lang erwarmt, auf diese 
Weise méglichst von Loésungsmitteln befreit und mit je 150 ccm 
Eiswasser und 2N-Schwefelsdurelosung zersetzt. Die dabei er- 
haltene Fallung wurde abgesaugt, mit verdiinnter Natriumbisulfit- 
lésung gut gewaschen, um freies Jod zu reduzieren, dann mit 
Wasser gewaschen und mit 100 ccm einer 5%igen alkoholischen 
Kalilauge 2 Stunden lang auf dem Wasserbade erwadrmt. Das 
Hydrolysat wurde in viel Wasser gegossen, die dabei abgeschiedene 
Fallung wurde abfiltriert und mit Wasser gut gewaschen, um die 
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dabei nicht in Reaktion getretene Hyodesoxycholsaure zu ent- 
fernen. Die Fallung wurde mit verdiinnter Salzsdure zerlegt und 
aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Glinzende Tafeln vom 
Schmelzp, 215-216°C. Ausbeute ca. 3,0g. Liebermannsche Re- 
aktion: griinlich rot, dann grtn. 
5,000, 5,219 mg Subst: 14,064, 14,675 mg COs, u. 5,180, 5,362 mg H:20. 

fiir C2oHsOs Ber. C 76,78% tal 11,41% 

Creme (Mol 5 allay) 

” 76,68 ” »” 11,49 ” 


2) Hyodesoxycholsiuredimethylcarbinol-diacetat. 


5 @ Carbinol wurden in 50 cem frisch destilliertem Essigsaure- 
anhydrid und 75 cem Pyridin 24 Stunden lang auf dem Wasser- 
bade bei 40-50° erwarmt und das Gemisch nach Abkihlung in 
Hiswasser gegossen. Der dabei abgeschiedene Niederschlag wurde 
in Ather aufgenommen, mit verdiinnter Salzsiure vom Pyridin 
befreit und mit Wasser gut gewaschen. Die atherische Losung 
wurde gut getrocknet, durch Destillation vom Ather befreit und 
aus Alkohol umkrystallisiert. 

Feine Nadeln vom Schmelzp. 110°C. 

4,982, 5,153 mg Subst.: 13,411, 13,847 mg COs u. 4,600, 4,800 mg H.0O.. 


fiir CsoHs500s Ber. © 73,40% H 10,27% 
Get ees os lias enh Ocoore 
A ERD a HORE es 


3) Diacetyl-norhyodesoxycholsaure. 


10 ¢ Carbinol-diacetat wurden in 100 cem Hisessig gelést und 
unter Erwarmen auf dem Wasserbade bei 80—-90° mit 90 cem einer 
10%igen Chromsaure-Hisessigldsung innerhalb 214 Stunden 
allmahlich versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde in viel Wasser 
gegossen und eine Nacht stehen gelassen. Die Fallung wurde ab- 
filtriert, in Ather aufgenommen und mit 5% ger Natriumearbonat- 
losung geschiittelt. Die Sodalésung wurde unter Ansiuren mit 
verdiinnter Salzsiure mit Ather geschiittelt und die Atherlésung 
nach dem Trocknen mit Natriumsulfat abdestilliert. Der Riick- 
stand wurde aus Hssigester-Petrolaither umkrystallisiert. Néadel- 
chen vom Sechmelzp. 140°C, 
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5,534, 5,034 mg Subst.: 14,236, 12,924 mg CO. u. 4,628, 4,166 me 1.0. 
fiir Co7HyOg Ber. C 70,08% H 9,16% 
Crete, (OSLO pean OO, 
Te BORIS 5 AOS 


4) Nor-hyodesoxycholsdure. 


5g Norhyodesoxycholsdiurediacetat wurden mit 50cem einer 
10%igen Kalilauge 3 Stunden lang auf dem Wasserbade erwiirmt. 
Nach Abkiihlung wurde die Reaktionslésung mit verdiinnter Salz- 
sdure ausgefallt. Diese Fallung wurde gut getrocknet und aus 
EKssigester umkrystallisiert. Es entstanden glanzende prismatische 
Nadeln vom Schmelzp. 209°C. Sie sind in den meisten Lésungs- 
mitteln leicht loslich. Liebermannsche Reaktion: schmutzig 
violett, dann braunlichgelb. 

Spec. Drehung: 0,1028 g Subst. in 10 cem abs. Alkohol, 2 dm, 

a=+0,13°, [a]? = +6,32°. 
5,370, 5,029 mg Subst.: 14,102, 13,429 mg COz u. 4,873, 4,606 mg HO. 


fiir CxsHssO1 Ber. C 72,96% H 10,13% 
Set 57 92,08 4,0 . 4y. 10,15:5, 
” 72,82 ” ” 10,24 a) 


Dehydro-norhyodesoxycholsdure. 


0,5 g Norhyodesoxycholséure wurde in 10 cem Hisessig unter 
allmahlichem Zusatz von 5 ccm einer 10%igen Chromsaéure-Hisessig- 
losung oxydiert und nach Verdiinnen mit Wasser eine Nacht stehen 
gvelassen. Die dabei abgeschiedene Fallung wurde abfiltriert und 
aus Alkohol umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 211°C. 

3,860 mg Subst.: 10,408 mg CO» u. 3,125 mg HO. 

fiir C23H2sOx1 Ber. C 73,74% H 9,15% 
(Gets) Bea oOo >, 9506), 


Norhyodesorycholsduremethylester. 

Die Norhyodesoxycholsiure wurde in iiblicher Weise mit 
Diazomethan verestert und aus Hssigester umkrystallisiert. Hs 
entstehen Nadeln, die bei 115°C schaumend schmelzen. 

5,534 mg Subst.: 14,586 mg COs u. 4,938 mg H:20. 

fiir Co:Hi01-3H2O0 Bera C 71,76% H 10,30% 
Gee, ny (ey ne Oe: 


Der Athylester der Siure wurde durch Kochen in Alkohol 
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unter Zusatz von konz. Schwefelsiure bereitet. Er krystallisiert 
in feinen Nidelchen mit einem Schmelzp. vom 124°C. 


II. Bis-nor-hyodesoxycholsaure. 


1) Nor-hyodesoxycholsiuredimethylcarbinol. 


5@ Nor-hyodesoxycholsiuremethylester wurden in 80 ccm 
wasserfreiem Ather gelést, diese Lisung in 100 cem einer Grig- 
nardlésung tropfenweise allmahlich hinzugefiigt und 3 Stunden 
lang erhitzt. Nach dem Abdampfen des Losungsmittels wurde das 
Reaktionsgemisch in genau gleicher Weise wie beim Hyodesoxy- 
cholsiuremethylester behandelt. Das dabei erhaltene Reaktions- 
produkt wurde nach 2 stiindiger Verseifung mit 5%iger alkoho- 
lischer Kalilauge und nach Entfernung der Norhyodesoxycholsaure 
eut getrocknet und aus Alkohol umkrystallisiert. Glanzende 
Nadeln vom Schmelzp. 241°C. Ausbeute ca.2,5g. Liebermann- 
sche Reaktion: bréunlich-rot, dann braunlichgriin. 


5,103, 5,210 mg Subst.: 14,326, 14,594 mg COe u. 5,216, 5,324 mg H:20. 


fiir CosHiOs Ber. C 76,46% H 11,30% 
Gef. ,, 76,56,, ,, 11,44,, 
” 76,39 ” ” 11,438 ” 


2) Nor-hyodesoxycholsiuredimethylcarbinol-diacetat. 


5g Carbinol wurden in 75 ccm wasserfreiem Pyridin unter 
Zusatz von 50cem Hssigsiureanhydrid auf dem Wasserbade bei 
40-50° 24 Stunden lang erwirmt. Das Gemisch wurde in Kis- 
wasser gegossen und die dabei abgeschiedene Fallung aus Alkohol 
umkrystallisiert. Feine Nadeln vom Schmelzp. 151°C. 
3,742, 3,830 mg Subst.: 9,876, 10,050 mg COs u. 3,416, 3,402 mg HO. 
fiir CxHis0;5:3H20 Ber. C 71,69% H10,17% 


Getsy 10 (OSes ee mel Ovoiaes 
” 71,56 ” ” 9,93 ” 


3) Diacetyl-bis-nor-hyodesoxycholsiure. 


10g Nor-hyodesoxycholsiuredimethylcarbinol-diacetat wurden 
in 100 ccm Hisessig bei einer Wasserbadtemperatur von 90° mit 
90 cem einer 10%igen Chromsaure-EHisessiglisung innerhalb 214 
Stunden allmahlich tropfenweise versetzt. Das Ganze wurde in 


Abbau der Hyodesoxycholsiure zur Bisnorhyodesoxycholsiure. 415 


viel Wasser gegossen und eine Nacht stehen gelassen. Die dabei 
abgeschiedene Fallung wurde abfiltriert und nach dem Trocknen 
in Ather gelost. 

Die Atherlésung wurde mit 5%iger Sodalésung ausgeschiittelt, 
die Sodalosung unter Ansaduern mit verdiinnter Salzsiure wieder 
mit Ather extrahiert und diese Atherlésung nach dem Trocknen 
abdestilliert. Der Riickstand wurde aus Essigaither umkrystalli- 
siert. Hierbei wurde eine amorphe Masse erhalten. 


4) Bis-nor-hyodesoxycholsdure. 


2g Bis-nor-hyodesoxycholsiure-diacetat wurden mit 50 ccm 
einer 10%igen Kallauge 3 Stunden lange auf dem Wasserbade 
erwarmt. Die Losung wurde unter Ansdéuern mit verdtinnter 
Salzsiure mit Ather extrahiert und die Atherlisung nach dem 
’ Trocknen abdestilliert. Der Riickstand wurde aus_ KEssigester 
umkrystallisiert. Prismatische Nadeln vom Schmelzp. 238°C. Sie 
sind in den meisten Losungsmitteln leicht loslich. Liebermann- 
sche Reaktion: braunrot und dann braungelb. 
Spee. Drehung: 0,0465 g Subst. in 5 cem Alkohol, 1 dm, 
a=—0,12°, [a]%=-—12,90°. 


3,955, 3,857 mg Subst.: 10,498, 10,232 mg COs u. 3,486, 3,357 mg H:0O. 


fiir Co2HseOx Ber. C 72,48% H 9,96% 
COka tt Velbon ay ses ° 
” 72,35 ” ” 9,74 ” 


Bis-nor-hyodesoxycholsiuremethylester. 

Die Bis-nor-hyodesoxycholsiure wurde mit Diazomethan 
verestert und aus Ather oder Essigester umkrystallisiert. Es 
entstanden biischelformige Nadeln vom Schmelzp. 137°C. 


3,813 mg Subst.: 10,187 mg COz u. 3,411 mg H:0. 
fiir CosHssO% Ber. C 72,95% H 10,12% 
Golam ne On tees; L0,0L.,, 


III. 1. Bis-nor-hyodesoxycholsaure- 
: diaethyl-carbinol. 
Zu einer Lisung (1g Magnesiumband, 8g Brom-athyl in 30 
ceem wasserfreiem Ather) wurde 1¢ Bis-nor-hyodesoxycholsaure- 
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methylester in 380cem_ wasserfreiem Ather unter kraftigem 
Sehiitteln hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde unter 
Riickfluss bei 50° 4 Stunden lang gehalten und dann von den 
Liésungsmitteln durch Abdampfen befreit. Nach dem Zersetzen 
mit Eis wurde es unter Ansiiuern mit verdiinnter Schwefelsaure 
egriindlich mit Ather ausgeschiittelt. Der in Ather lésliche Anteil 
des Reaktionsproduktes stellt ein Ol dar; dieses wurde mit einer 
10%cigen alkoholischen Kalilauge 2 Stunden lang auf dem Wasser- 
bade erwirmt. Das Hydrolysat wurde in viel Wasser gegossen 
und die dabei abgesehiedene Fiillung in Ather aufgenommen. Die 
Atherlisung wurde nach dem Trocknen abdestilliert und mehrmals 
aus Essigester umkrystallisiert. Feine Nadeln vom Schmelzp. 
195°C. 
3,957, 3,946 mg Subst.: 10,674, 10,661 mg COs u. 3,897, 3,920 mg H:20. 


fiir CesHysOs-H20 Ber. C 73,01 % H 11,40% 
Gel ee tss09 gs oy LS OL, 
pehOsOSiss vay kle20:,, 


B. Di® NEUTRALEN PRODUKTE. 


Im vorangehenden Abschnitt ist tiber die Isolierung der bei 
der Oxydation des tertiiren Acetyl-carbinols entstandenen Sauren 
berichtet worden. Wir haben die Siuren jeweils aus den Ather- 
TOsungen, in denen die Oxydationsprodukte gesammelt waren, mit 
Sodalisung herausgeholt. Die gleichzeitig gebildeten Ketone sind 
im Ather zuriickgeblieben, aus dem die Ketone in der jetzt zu 
beschreibenden Weise gewonnen wurden. 


1. Neutralprodukt bei der Oxydation von Hyodesoxychol- 

sduredimethylcarbinol-diacetat. 

10 g Hyodesoxycholsiuredimethylearbinol-diacetat wurden auf 
dem Wasserbade mit Chromsaure oxydiert. Das Reaktionsgemisch 
wurde in viel Wasser gegossen, die Fallung abfiltriert, in Ather 
aufgenommen und griindlich mit 5%iger Sodalésung ausgeschiit- 
telt, um die Sauren zu entfernen. Die Atherlésung wurde nach 
Waschen mit Wasser abdestilliert und der Riickstand aus Alkohol 
unkrystallisiert. Das Keton-diacetat kommt in Nadeln vom 
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Schmelzp. 163°C zum Vorschein. Ausbeute 0,2 ¢. 


3,947, 3,785 mg Subst.: 10,208, 9,797 mg COs u. 3,500, 3,348 mg H:0. 
fiir Cx»HicOs-H20 Ber. C 70,67% H 9,82% 
Geta cael iObs sss 
ee MOSOO ss, | ane Os8O.n, 

Sg Keton-diacetat wurden mit 8g Chromsdure in 80 cem 
Hisessig 2 Stunden lang auf dem Wasserbade oxydiert. Dabei 
wurden 2,0g Nor-hyodesoxycholsiurediacetat gewonnen. Hin 
betrachtlicher Teil des Einsatzes wurde trotz des Uberschusses an 
Oxydationsmitteln unverandert wieder gewonnen. 3,0 @ Keton-di- 
acetat wurden mit 10%iger alkoholischer Kalilauge 2 Stunden 
lang auf dem Wasserbade verseift. Nach dem Verdampfen des 
Alkohols wurde die Loésung mit Wasser verdiinnt und in Ather 
aufgenommen. Die Aatherische Losung wurde mit Wasser 
gewaschen, getrocknet und abgedampft. Dieser Riickstand wurde 
aus Essigester umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 183°C. 
Liebermannsche Reaktion :/violettrot. 

Sie. sind in Ather, Athanol, Methanol leicht, in Essigester 
ziemlich schwer loslich. 

Spec. Drehung: 0,053 g Subst. in 5 cem Alkohol, 1 dm, 

a=+0,21°, [a]=+19,81°. 
3,825, 3,989 mg Subst.: 10,509, 10,950 mg COs u. 3,633, 3,780 mg HO. 
fiir CosH4203:4H20 Ber. C 75,12% H 10,85% 
Gots a0 e: 1 yelO62i,,. ° 
ELAS OU toy sr SOO. 


2. Neutralprodukt ber der Oxydation von Nor-hyodesory- 
cholsdiuredimethylcarbinol-diacetat. 

Der bei der Oxydation von 10g Nor-hyodesoxycholsaure- 
dimethylearbinoldiacetat entstandene Anteil erstarrte nach dem 
Abdampfen des Athers in kurzer Zeit zum grossen Teil kry- 
stallinisch. Durch Umkrystallisieren aus Alkohol erhalt man einen 
biischelf6rmigen Nadelkrystall vom Schmelzp. 178°C. 

3,929 mg Subst.: 10,506 mg COz u. 3,382 mg H2O. 


fitr CoxsHuOs Ber. C 72,99% H 9,63% 
Get, ., 12,934, 0,68» 


Dieses Keton-diacetat konnte nur dusserst schwer weiter in 
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Bis-nor-hyodesoxycholsdure-diacetat oxydiert werden. 

Trotz langer Einwirkung eines Uberschusses von Chromsaure 
wurde der grésste Teil des Hinsatzes doch noch unverandert wieder 
gewonnen. 

1g Keton-diacetat wurde mit 20 cem einer 10% igen alkohol- 
ischen Kalilauge auf dem Wasserbade 2 Stunden lang verseift. 
Das Verseifungsprodukt wurde nach dem Verdampfen des Alkohols 
mit Wasser verdiinnt und in Ather aufgenommen. Die Ather- 
lésung wurde mit Wasser gut gewaschen, abdestilliert und der 
Riickstand aus Essigester abermals umkrystallisiert. Es entstanden 
lange Nadeln vom Schmelzp. 233°C. Sie sind in Ather, Aceton, 
Methanol leicht, aber in Essigester und Athanol ziemlich schwer 
léslich. Liebermannsche Reaktion: braunlich-rot. 

Spee. Drehung: 0,1418 g Subst. in 5 cem Alkohol, 1 dm, 

a=—0,09°, [a]%=—3,17°. 
3,686, 3,805 mg Subst.: 9,857, 10,204 mg COs u. 3,539, 3,650 mg HO. 
fiir CoHs.0sH20 Ber. C 73,04% H 10,73% 


Gote 7203) alae 
” 73,13 ” 3 10,73 ” 


3. Neutralprodukt ber der Oxydation von Diacetylbisnor- 
hyodesoxycholsdiure-diathyl-carbinol. 
6-Oxypregnanol(3)-on(20). 

Der bei der Oxydation von Diacetyl-bisnor-hyodesoxycholsdure- 
diathylearbinol erhaltene, in Ather lésliche, neutrale Anteil wurde 
nach dem Abdampfen des Athers mit einer 10% igen alkoholischen 
Kalilauge auf dem Wasserbade 2 Stunden lang verseift. Das 
Verseifungsprodukt wurde nach dem Verdampfen des Alkohols mit 
Wasser verdiinnt und wieder in Ather aufgenommen. Die Ather- 
lésung wurde mit Wasser gewaschen, getrocknet, eingeengt und 
aus Essigester umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzp. 198°C. 

Spec. Drehung: 0,023 g Subst. in Alkohol, 1 dm, 

a= +0,03°, [e]y= +6,52°. 
3,868, 3,938 mg Subst.: 10,719, 10,914 mg COz u. 3,466, 3,666 mg H.O. 
fiir CnHs:0; Ber. C 75,38% H 10,25% 


Get. 5, 75,57. 6, 10,02. 
Gef. ,, 75,58,, ,, 10,40,, 
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Zum Schluss méchten wir fiir die von der ,,Japanischen Gesell- 
schaft zur Forderung der wissenschaftlichen und industriellen 
Forschungen“ zur Verfiigung gestellten Mittel unseren besten Dank 
aussprechen. 
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UBER DEN ABBAU DER DESOXYCHOLSAURE ZU 
DIOXYKETON C,,;H3.0; UND 22-METHYL- 
3.12-DIKETO-NORCHOLEN (20). 


Von 


TARO KAZUNO v. TAYEI SHIMIZU. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama.) 


(Eingegangen am 9. Dezember 1938) 


Im Hinblick auf die Tatsache, dass die Keimdriisenhormone 
cehemisch-konstitutionell mit den Gallensiuren und Sterinen in 
innigem Zusammenhang stehen und dass nach Gsell-Busse(1928) 
und Maruyama u. Yajima (1936) in der Galle oestrogene Sub- 
stanz vorkommt und nach Maruyama u. Ishikawa (1937) die 
Gallensdure die Funktion der Keimdriise steigert, wurde bereits 
von Ishihara (1938) die Chenodesoxycholsaure zu 7-Oxy- 
pregnanol-3-on-20 und von Morsman, Steiger u. Reichstein 
(1936) die Cholséure zu 3.7.12-Trioxypregnan-20-on abgebaut, um 
das Wesen der 6strogenen Substanz in der Galle zu erkennen. Im 
gleichen Sinne habe ich mich in vorliegendem Versuch mit dem 
Abbau der Desoxycholsaure beschaftigt. 

Desoxycholsiuremethylester wurde mit Grignard’s Reagens 
in Carbinol verwandelt, wobei Dimethylearbinol nicht, wohl aber 
Diaethylearbinol gut krystallisierte. Beide Carbinole wurden in 
Pyridin mit Essigsiureanhydrid acetyliert, wobei Di- und 
Triacetate gewonnen wurden. Aus Dimethylearbinol-diacetat (1) 
wurde durch Oxydation mit Chromsiure Nor-desoxycholsaure- 
diacetat, dann durch Hydrolyse Nor-desoxycholsaure (II) gewon- 
nen. Bei der Oxydation von Dimethylearbinol-diacetat mit Chrom- 
siure wurde als Nebenprodukt ein Ketondiacetat Co9H4s0; vom 
Fp. 141° (IIL) gewonnen. 

In genau gleicher Weise wurde aus Diaethylcarbinol-triacetat 
(IV) Nor-desoxycholsiure (II) erhalten, wobei sich als Neben- 
produkte ein Ketontriacetat (V) C3sH540; vom Fp. 180° und ein 
Ketondiacetat (VI) C23H3,0; vom Fp. 205-206° ergaben. 
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Durch Chromsaureoxydation wurde also direkt aus Desoxy- 
cholsaure ein Dioxyketon von der Formel Ci9H3203 erhalten, das 
bei der Oxydation mit Chromsdure 3.12.17-Triketon liefert. | 

Die Nor-desoxycholsaure wurde ebenfalls in Dimethylearbinol 
und weiter in Triacetat verwandelt und aus diesem durch Oxyda- 
tion mit Chromsaure, und dann dureh Hydrolyse, Bis-nor-desoxy- 
cholsdaure (VII) erhalten. Bei der Oxydation von Nor-desoxychol- 
saure-dimethylearbinol-triacetat mit Chromsaure wurde als Neben- 
produkt ein Ketondiacetat vom Fp. 148-150° (VIII) erhalten. 

Die Bis-nor-desoxycholséure wurde in genau gleicher Weise in 
Dimethylearbinol verwandelt und weiter acetyliert. Aus diesem 
Acetat wurde durch Oxydation mit Chromsiure 22-Methyl-3.12- 
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diacetoxy-norcholen-20 (IX) und dann durch Hydrolyse 22-Methyl- 
3.12-Dioxy-norcholen-20 (X) erhalten, welches durch Oxydation 
mit Chromsaure ein ungesattigtes Diketon, 22-Methyl-3.12-diketo- 
norcholen-20 (XI) lefert. Dieses Diketon hat aber weder eine 
oestrogene noch bei der infantilen Maus eine die Uterusschleimhaut 
proliferierende Wirkung (Takahashi, 1939). 


Beschreibung der Versuche. 


I. Abbau der Desoxycholsaure zur 
Nor-desoxycholsaure. 


1. Desoxycholsiure-diathylcarbinol. 


In einem Rundkolben mit aufgeschliffenem Rickflusskiihler 
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wurden 5g frisch mit Jod aktivierte Magnesiumspane mit 50 ccm 
wasserfreiem Ather versetzt und dazu eine Mischung von 308 
frisch destilliertem Athylbromid und 50 cem wasserfreiem Ather 
langsam zugesetzt. Nachdem die Reaktion nachgelassen hatte, 
wurde das Gemisch noch eine halbe Stunde auf dem Wasserbad 
erwirmt. Dann wurden 5g Desoxycholsiuremethylester in 100 
eem absolutem Ather und Benzol (1:1) in diese leicht siedende 
Grignard-Liésung langsam zugegeben. Die Mischung wurde 
zunichst 3 Stunden unter Riickfluss gekocht und dann das Kihl- 
wasser abgestellt, sodass der Ather verdampfen konnte, und der 
Riickstand eine weitere Stunde auf dem siedenden Wasserbad 
erhitzt. Hierauf wurde der Riickstand mit Eiswasser und 2n- 
Schwefelsiure zerlegt, die abgetrennte wisserige Schicht noch 
zweimal mit Ather ausgeschiittelt und die Atherlésung erst mit 
verdiinnter Salzsiure, dann mit verdiinnter Natronlauge, aufs neue 
mit Wasser gewaschen, getrocknet und durch Destillation vom 
Ather befreit. Dabei verblieben 4g syrupéses Ol. Dieser Syrup 
wurde mit 5% iger alkoholischer Kalilauge 2 Stunden lang hydroly- 
siert. Das Hydrolysat wurde in viel Wasser gegossen, die dabei 
abgeschiedene Fallung abfiltriert und mit Wasser gut gewaschen, 
um die nicht in Reaktion getretene Desoxycholséiure zu entfernen. 
Die Fallung wurde gut getrocknet und aus Alkohol-Wasser mehr- 
mals umkrystallisiert. Weisse Nadeln vom Schmelzpunkt 115°. 
(Bei 85-87° sintern sie stark). 


2. Desoxycholsdure-dimethylearbinol. 


In einem Rundkolben mit aufgeschliffenem Riickflusskiihler 
wurden 5g frisch mit Jod aktivierte Magnesiumspine mit 50 eem 
wasserfreiem Ather bedeckt und hierauf eine Mischung von 36¢ 
frisch destilliertem Jodmethyl und 50cem wasserfreiem Ather 
langsam zugesetzt. Nachdem die Reaktion nachgelassen hatte, 
wurde das Gemisch noch 10 Minuten lang auf dem Wasserbad 
erwarmt. Inzwischen wurden 5g Desoxycholsiuremethylester in 
50 cem absolutem Ather langsam in die leicht siedende Grignard- 
Losung zugegeben. Die Mischung wurde weiter 5 Stunden lang 
unter Riickfluss gekocht. Hierauf wurde das Reaktionsgemisch 
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mit Eis und 2n-Schwefelsiiure zerlegt, die abgetrennte wiisserige 
Sehicht noch zweimal mit Ather ausgeschiittelt und die Atherlésung 
mit Natriumbisulfitlésung, mit verdiinnter Salzsiure und Natron- 
lauge gewaschen, aufs neue mit Wasser gewaschen, getrocknet und 
durch Destillation von Ather befreit, wobei ein dliger Riickstand 
gewonnen wurde. Dieser Syrup wurde mit 100 cem einer 5%igen 
alkoholischen Kalilauge 2 Stunden lang auf dem Wasserbade 
erwarmt. Das Hydrolysat wurde in viel Wasser gegossen, die 
dabei abgeschiedene Fallung abfiltriert und mit Wasser gut 
gewaschen, um die nicht in Reaktion getretene Desoxycholsiure 
za entfernen. Die Fallung wurde gut getrocknet und aus allen 
Losungsmitteln umkrystallisiert, es wurde aber krystallinisch nichts 
gewonnen. 


3. Nor-desoxycholsaure-diacetat. 


5g Desoxycholsaure-dimethylearbinol wurden in 20 cem frisch 
destilliertem Essigséureanhydrid und 15c¢cem trocknem Pyridin 
20 Stunden lang auf dem Wasserbade erwaérmt und nach der 
Abkiihlung in Eiswasser gegossen. 

Der dabei abgeschiedene Niederschlag wurde in Ather auf- 
genommen, mit verdiinnter Salzsdureldsung vom Pyridin befreit 
und mit Wasser gut gewaschen. Die atherische Losung wurde gut 
getrocknet und durch Destillation vom Ather befreit, wobei 5 ¢ 
Syrup verblieben. Dieser Syrup wurde in der fiinffachen Menge 
absoluten Athers gelést; beim Stehen trat eine rasche Krystallisa- 
tion auf, die aus Methanol umkrystallisiert wurde. Prismatische 
Nadeln vom Schmelzpunkt 107-110°. 

10 g dieses Desoxycholsdure-dimethylearbinol-acetats wurden in 
100 cem Hisessig gelost und nach Erwirmung auf dem Wasserbade 
auf 80—-90° innerhalb 2 Stunden allmahlich mit 100 cem 10%iger 
Chromsaure-Hisessiglésung versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde 
in viel Wasser gegossen und eine Nacht stehen gelassen. Dann 
wurden die sauren Anteile mit verdiinnter Natronlauge bei 
stindiger Gegenwart von His ausgezogen, unter Zusatz von ver- 
diinnter Salzsiure sofort in Freiheit gesetzt und in Ather auf- 
genommen. Es resultierten 1g neutrales Produkt sowie 5g Roh- 
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siure, nachdem durch vélliges Trocknen im Vakuum die Essig- 
siurereste entfernt worden waren. Aus den neutralen Produkten 
liessen sich 0,5 g@ reines Keton abtrennen. ; 

Die Rohsiiure, ein zihes Harz, wurde in 30 cem Aceton gelost, 
wobei bald eine Krystallisation eintrat. Der abgeschiedene Kry- 
stall wurde aus Aceton-Wasser umkrystallisiert. Es entstanden 
glinzende Siulen von einem Schmelzpunkt 206-207,5° (Nor- 
desoxycholsiure-diacetat). Ausbeute 4 g. 

Das Nor-desoxycholsiure-diacetat wurde in tiblicher Weise mit 
Diazomethan verestert und aus Petrolither umkrystallisiert. Es 
entstanden Tetraeder, die bei 157° schmelzen. 

4,829, 5,082 mg Subst.: 12,510, 13,010 COs, 4,000, 4,170 mg H:0. 


CosH110c Ber. C 70,55 H 9,31 
Get. © 70,70, 70,57 El (95235, 9526. 


4. Nor-desoxycholsaure. 


4o Nor-desoxycholsdure-diacetat wurden in einer Losung von 
10g Kaliumhydroxyd in 20cem Wasser und 80¢cem Alkohol 2 
Stunden lang unter Riickfluss gekocht. 

Das Reaktionsgemisch wurde nach dem Abkiihlen langsam mit 
verdiinnter Salzsiure angesauert, wobei die Saure krystallinisch 
ausfiel. Die Fallung wurde mit Wasser gut gewaschen und nach 
dem Trocknen im Vakuum aus Alkohol umkrystallisiert. Es ent- 
standen prismatische Nadeln vom Schmelzpunkt 211—-212°. (Bei 
180° starkes Schéiumen). 


Spezifische Drehung: 0,0962 g Subst.; in 10 eem Alkohol, 2 dm, 


eal alle [a]30°= +57,68° 
3,465, 2,997 mg Subst.: 9,010, 7,800 mg COs, 3,220, 2,760 mg HO. 
C23H3s04 (C2HsO0H ) Ber. C 70,71% H 10,45% 


Cie ey (AUR YAO 5, IN), AIO). 


Bei einem anderen Ansatz wurde die rohe Nor-desoxycholsaiure 
in Hisessig gelést; aus diesem Loésungsmittel fiel bald ein kleiner 
Nadelkrystall aus, der ebenfalls bei 211-212° schmilzt. (Bei 140° 
starkes Schéumen). 


Liebermannsche Reaktion: unter griiner Fluoreszenz orange- 
gelb. 
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Nor-desoxycholsdure-methylester: 


In 0,5 ¢ Nor-desoxycholsiure in 30cem Methanol wurde 5 
Minuten lang ein trockenes Salzsiuregas eingeleitet, bis die Losung 
fast ins Sieden kam, und dann noch weitere 5 Minuten unter Riick- 
fluss gekocht. Die Hialfte des Methanols der Lisung wurde im 
Vakuum abdestilliert, in Eis gegossen und mit Ather extrahiert. 
Die Atherlésung wurde mit Sodalosung gewaschen und verdampft. 
Der Riickstand wurde aus Methanol umkrystallisiert. Es ent- 
standen Schuppen vom Schmelzpunkt 110-112°. 

3,908 mg Subst.: 10,310 mg COs, 3,668 mg H:20. 


CosH 400 2H20 Ber. Cc 71,76 H 10,30 
Gef. ,, 71:95 .,, 10,50. 


5. Sdureprodukte bei der Oxydation von Desoxychol- 
sdure-didthyl-carbinolacetat. 


5 ¢ Desoxycholsaure-diathylearbinol (Fp. 115°) wurden in 20 
eem frisch destilliertem Essigséureanhydrid und 25 ecm trockenem 
Pyridin 20 Stunden lang auf dem Wasserbade erwarmt und nach 
der Abkiihlung in Eis gegossen. Die dabei abgeschiedene Fallung 
wurde aus Aceton umkrystallisiert. Es entstanden prismatische 
Nadeln vom Schmelzpunkt 149°. 

10 2 dieses Diathylearbinolacetats wurden in 100 ccm LEisessig 
unter Erwarmung auf dem Wasserbade bei 80—-90° mit 100 eem 
10%iger Chromsaureeisessigl6sung innerhalb 2 Stunden allmahlich 
versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Ather und Alkohol | 
behandelt, wie dies bereits oben geschildert wurde, wobei sich 2 
neutrale Produkte und 1g harzige Saure ergaben; letztere konnte 
zur Krystallisation (Fp. 206-207°) gebracht werden. 

1g dieses Nor-desoxycholsiure-diacetats wurde mit Kalilauge 
(2g¢ KOH in 20cem Wasser) 2 Stunden lang unter Riickfluss 
gekocht und die Lésung unter Ansiéiuerung mit verdiinnter Salz- 
sdure ausgefallt. 

Die dabei abgeschiedene Fallung wurde abgenutscht, mit 
Wasser gut gewaschen und nach dem Trocknen im Vakuum aus 
Alkohol unkrystallisiert. Es entstanden prismatische Nadeln vom 
Schmelzpt. 211-212°. Ausbeute 0,5g. Die Saure zeigt mit der 
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Nor-desoxycholsiure keine Schmelzpunktdepression. 


Il. Bis-nor-desoxycholsaure. 


5¢ Nor-desoxycholsiure-methylester wurde in 50 ccm wasser- 
freiem Ather gelést und diese Lésung innerhalb einiger Minuten 
mit einer Methyl-Magnesium-Jodid-Lisung (aus 5g Magnesium- 
spanen, 50 cem wasserfreiem Ather und 36 g Methyljodid) versetzt. 

Der dabei entstandene Brei wurde 3 Stunden lang unter Riick- 
fluss gekocht und in einem Gemisch von His und 2n-Schwefelsaure 
umgeriihrt. Das dabei erhaltene Reaktionsprodukt wurde mit 
10% iger alkoholischer Kalilauge 2 Stunden lang verseift und nach 
Entziehen der unverainderten Nor-desoxycholsiure gut getrocknet. 
Ausbeute 3¢. Es konnte keine Krystallisation erreicht werden. 

3¢ hier bereitetes Nor-desoxycholsiure-dimethyl-carbinol 
wurden in 30ccem wasserfreiem Pyridin unter Zusatz von 25 ecm 
Essigsiureanhydrid auf dem Wasserbade 24 Stunden lang erwarmt. 
Das Gemisch wurde in Hiswasser gegossen und der dabei ab- 
geschiedene Syrup in Ather aufgenommen, die Atherlosung mit 
verdiinnter Salzsiure vom Pyridin befreit und mit Wasser gut 
gewaschen. Die atherische Losung wurde gut getrocknet und 
durch Destillation vom Ather befreit. Nach dem Trocknen im 
Vakuum verblieben 3g Syrup. Dieser wurde in 50 ccm Hisessig 
bei Wasserbadtemperatur mit 30 cem 10%iger Chromsadure-Hisessig- 
losung innerhalb 30 Minuten allmahlich tropfenweise versetzt. 
Das Ganze wurde in viel Wasser gegossen und eine Nacht stehen 
gelassen. Die dabei abgeschiedene Fallung wurde mit alkoholischer 
Kalilauge hydrolysiert, die dabei abgeschiedene Fallung unter An- 
siuerung abfiltriert und nach dem Trocknen in Ather aufgenom- 
men. Die Atherlésung wurde mit 5%iger Sodaldsung ausgeschiit- 
telt, die Sodaldsung unter Ansaiuern mit verdiinnter Salzsiure 
wieder in Ather aufgenommen, diese Atherlésung nach dem 
Trocknen abdestilliert und aus Athanol-Wasser unkrystallisiert. 
Es entstanden prismatische Nadeln von einem Schmelzpunkt von 
235-237°. (Bei 200° starkes Sintern). Liebermannsche Reak- 
tion: gelb-braun. 
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Specifische Drehung: 0,0969 g Subst.; in 10 cem Alkohol, 2 dm, 


a=+1,03°, [a] p= +53,14° ; 
3,145, 4,010 mg Subst.: 8,080, 10,330 mg CO. 2,840, 3,670 mg H:O. 
Co2H3e04 (C2H;50H ) Ber. -€- 70,19 FD ROS 


Got a. (O07 0.26) 5, LOMO, W024: 


Bis-nordesoxycholsdure-methylester. 


Die Bis-nordesoxycholséure wurde in iiblicher Weise mit 
Diazomethan verestert und aus Methanol-Wasser mehrmals um- 
krystallisiert. Lange Nadeln von Schmelzpunkt 167°. 

3,835, 3,210 mg Subst.: 10,210, 8,545 mg CO. 3,610, 2,965 mg H:0O. 


CosH3sO4 Ber. C 72,95 H 10,13 
Geta eeesol en 12,00) 3) lO3) L035; 


Ill. 22-Methy1-3.12-dioxy-norcholen-20, 
1. Bis-nordesoxycholséure-dimethylcarbinol. 


2¢ Bis-nordesoxycholsaure-methylester (Fp. 167°) wurden in 
50 cem wasserfreiem Ather gelost und die Atherlésung innerhalb 
einiger Minuten der Methyl-Magnesium-Jodid-Losung (aus 2¢ 
Magnesiumspinen, 50ccm wasserfreiem Ather und 18g Methyl- 
jodid) zugesetzt. Der entstandene Brei wurde 3 Stunden lang 
unter Riickfluss gekocht und das Gemisch in einer Mischung von 
Eis und 2n-Schwefelséurelosung umgertihrt. Das dabei erhaltene 
Reaktionsprodukt wurde mit 10%iger alkoholischer Kalilauge 2 
Stunden lang verseift und die Losung nach Entfernung der un- 
veranderten Bis-nordesoxycholséure gut getrocknet, wobei ein 
syruposer Riuickstand erhalten wurde. 


2. Bis-nordesoxycholsdure-diphenylcarbinol. 

4¢ trockene Magnesiumspaine wurden mit 20 cem absolutem 
Ather tiberdeckt, dann wurden 3¢ frisch destilliertes Brombenzol 
und ein Jodkrystall zugegeben. Nach kraftigem Hinsetzen der 
Reaktion wurde unter Kiihlung eine Lésung von 25 g Brombenzol 
in 50cem Ather zugetropft, der Ather stindig 2 Stunden lang im 
Sieden gehalten und zum Schluss 15 Minuten lang auf dem 
Wasserbad erwirmt. Dann wurden dieser Loésung innerhalb 20 
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- Minuten 2 g Bis-nordesoxycholsaure-methylester in 40 cem absoluter 
Benzollésung unter Umschwenken zugesetzt und der dabei ent- 
standene Brei noch 2 Stunden unter Riickfluss gekocht. 

Nach dem Zersetzen mit Eis wurde das Reaktionsgemisch unter 
Ansaiuern mit 2n-Schwefelsiure griindlich mit Ather ausgeschiit- 
telt. Der in Ather lésliche Anteil des Reaktionsproduktes stellt 
ein Ol dar; dieses wurde mit 50 cem einer 5%igen alkoholischen 
Kalilauge 2 Stunden lang auf dem Wasserbade erwarmt. Das 
Hydrolysat wurde in viel Wasser gegossen und die dabei ab- 
geschiedene Fallung in Ather aufgenommen. Die Atherlésung 
wurde nach dem Trocknen abdestilliert und aus Aceton-Wasser 
unkrystallisiert. Lange Prismen vom Schmelzpunkt 227°. <Aus- 
beute 0,5 2. 

4,870, 4,809 mg Subst.: 14,220, 14,020 mg COz 4,030, 4,000 mg H:20. 


CsiHucOs 3H20 Ber Cie lOsns H 9,26 
Gets 95,1 19,00;0 79,500 On2Ore Or Sie 


9 


3. 22-Methyl-3.12-diacetoxy-norcholen-20. 


1,82 Bis-nordesoxycholsaure-dimethylearbinol wurden in 35cem 
wasserfreiem Pyridin unter Zusatz von 30 cem Hssigsaureanhydrid 
auf dem Wasserbade 20 Stunden lang erwirmt. Das Gemisch 
wurde in Hiswasser gegossen, der dabei abgeschiedene Syrup in 
Ather aufgenommen und. die Atherlésung nach dem Trocknen 
abdestilhert. Ausbeute 1,8 ¢. 

1,8 g Bis-nordesoxycholsiure-dimethylearbinolacetat wurden in 
20ccm KHisessig bei Wasserbadtemperatur mit 10ccm_ einer 
15% igen Chromsaure-Hisessiglésung (Hisessig 5 cem u. Wasser 
5 ccm) innerhalb 15 Minuten allmiahlich tropfenweise versetzt. Das 
Ganze wurde in viel Wasser gegossen und eine Nacht stehen gelassen. 
Die dabei abgeschiedene Fallung wurde abfiltriert und nach dem 
Trocknen in Ather gelést. Die Atherlésung wurde mit o%iger 
Sodalésung ausgeschiittelt, die Sodalésung unter Ansiuern mit 
verdiinnter Salzsiiure wieder mit Ather geschiittelt und die Ather- 
losung nach dem Trocknen abdestilliert. Der Riickstand konnte 
trotz Verwendung von allerleien Loésungsmitteln nicht krystallinisch 
erhalten werden. 
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Der bei Oxydation von  Bis-nordesoxycholsiure-dimethyl- 
carbinolacetat entstandene neutrale Anteil erstarrte bald nach dem 
Abdampfen des Athers zum grossen Teil krystallinisch. 

Dureh Umkrystallisieren aus Essigather-Alkohol wurde ein 
weisser prismatischer Krystall vom Schmelzpunkt 166° erhalten. 
Der Krystall ist ungesattigt, addiert Brom und entfarbt Kalium- 
permanganatlosung. Ausbeute 0,8 g 

3,500, 4,135 mg Subst.: 9,885, 11,480 mg COz 3,180, 3,720 mg H:O. 


CosHuO2 Ber. C 75,63 H 9,98 
Get. 5, 70,94, 75,72, ;, 10,02; 10,06. 


4. 22-Methyl-3.12-dioxry-norcholen-20. 


0,5 g des obigen Diacetats (Fp. 166°) wurden mit 10 cem einer 
10% igen alkoholischen Kalilauge 2 Stunden lang auf dem Wasser- 
bade verseift. Nach dem Verdampfen des Alkohols wurde die 
Lésung mit Wasser verdiinnt und unter Ansaéuern mit verdiinnter 
Salzsiiure mit Ather geschiittelt. Die Atherlésung wurde mit 
Wasser gewaschen, getrocknet und abgedampft. Der Riickstand 
wurde aus Alkohol umkrystallisiert. Prismen vom Schmelzp. 206°. 
Liebermannsche Reaktion: gelb-griin. Sie sind ungesittigt, 
addieren Brom und entfarben Kaliumpermanganatlosung. <Aus- 
beute 0,35 g. 

2,980 mg Subst.: 8,695 mg COs, 2,930 mg H:20. 

Cx 1002 Ber. C 79,93 H 11,19 
Get, 195,08 55) L100: 


5. 22-Methyl-3.12-diketo-norcholen-20. 


164mg 22-Methyl-3.12-dioxy-norcholen-20 wurden in 5 ccm 
Hisessig unter tropfenweisem Zusatz von 2cem Chromsdure- 
Hisessiglésung (100mg CrO3) oxydiert und nach dem Verdtinnen 
mit Wasser eine Nacht stehen gelassen. Die dabei abgeschiedene 
Fallung wurde abfiltriert und aus Alkohol-Wasser umkrystallisiert. 
Kleine Saéulen vom Schmelzpunkt 181-182°. Liebermannsche 
Reaktion: schwach gelb-braun. 

3,750 mg Subst.: 11,085 mg COs 3,415 mg H20. 


Co1H e602 Ber. C 80,83. H 10,18 
Geta, 60:62" 5, 10,19: 
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VI. Neutrale Oxydationsprodukte. 


1. Bei der Oxydation von Desoxycholsdure- 
didthylearbinolacetat. 


10 g Desoxycholsiure-didthylearbinol-acetat (Fp. 149°) wurde 
in 100 cem Hisessig gelést und unter Erwirmung auf dem Wasser- 
bade bei 90° mit 10 ecm einer 10% igen Chromsaure-Hisessiglosung 
innerhalb 2 Stunden allmihlich versetzt. Das Reaktionsgemisch 
wurde in viel Wasser gegossen und eine Nacht stehen gelassen. 
Die Fallung wurde abfiltriert, in Ather aufgenommen und griind- 
lich mit 5%iger Sodalésung ausgeschiittelt, um die Saure zu ent- 
fernen. Die Atherlésung wurde nach dem Waschen mit Wasser 
abdestilliert, in absolutem Alkohol gelést und eiige Monate lang 
im Hisschrank stehen gelassen, wobei die Losung zu einem Kry- 
stallkuchen von:Nadeln erstarrte. Dieser wurde abfiltriert und 
aus Alkohol-Wasser mehrmals umkrystallisiert. Sie stellten sich 
als ein Oxyketon heraus. Weisse Nadeln vom Schmelzpunkt 180°. 
Ausbeute.1 ¢. 

3,350 mg Subst.: 8,710 mg COz 2,785 mg HO. 

CoHs:0; Ber. © 71,03 H 9,47 
Crete) Ge PADRE 5, MOS 

Die vom Oxyketon (Fp. 180°) abgetrennte alkoholische 
Mutterlauge wurde noch etwa ein halbes Jahr stehen gelassen. 
Dabei schied sich eine Krystallmasse ab, die durch fraktionierte 
Krystallisation einen in kaltem Alkohol schwerléslichen Anteil 
(50 mg) lieferte. Dieser wurde aus verdiinntem Alkohol mehrmals 
umkrystallisiert. Glanzende Nadeln vom Schmelzpunkt 205-206°. 
Sie stellten sich als ein Oxyketon von der Formel Co3H3,0; dar. 

Bei der Liebermann-Burchardschen Reaktion ergeben sie 
eine kirschrote Farbe. 

3,330 mg Subst.: 8,575mg COs, 2,675 mg H.O. 

CosH3105 Bera (C7085 Hess 
Gef. ,, 70,23, ,, 8,99. 


2. Bei der Oxydation von Desoxycholsiure-dimethyl- 
carbinolacetat. 


Der bei der Oxydation von 30g Desoxycholsiure-dimethyl- 
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carbinolacetat entstandene neutrale Anteil erstarrte nach dem 
Abdampfen des Athers bald zum grossen Teil krystallinisch. Durch 
Umkrystallisieren aus Methanol wurde ein glanzender prismatischer 
Krystall vom Schmelzpunkt 141° erhalten. Ausbeute 1,0 ¢. 

3,650 mg Subst.: 9,790 mg COs, 3,150 mg H20O. 


CoHicOs Bers eG Ths eay | H 9,77 
ei a Ose by 09,00. 


> 


3. Ber der Oxydation von Nor-desoxrycholsiure-dimethyl- 
carbinolacetat. 


Der bei der Oxydation, von 20 g Nor-desoxycholséure-dimethyl- 
carbinolacetat entstandene neutrale Anteil erstarrte nach dem 
Abdampfen des Athers erst nach 6 Monaten zum grossen Teil 
krystallinisch. Durch Umkrystallisieren aus Methanol erhalt man 
einen weissen prismatischen Krystall vom Schmelzpunkt 148-150°. 
Ausbeute 600 mg. 

Diese Arbeit wurde mit Mitteln ausgeftihrt, die von der 
“Japanischen Gesellschaft zur Forderung der wissenschaftlichen 
und industriellen Forschungen” zur Verfiigung gestellt wurden. 
Wir mochten dafiir hiermit unseren ergebensten Dank aussprechen. 
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UBER DIE BILDUNG VON CADAVERIN AUS d-LYSIN 
DURCH BACILLUS LACTIS AEROGENES. 


VON 


KINSABURO HIRAT. 


(Aus der Kinderklinik der Medizinischen Fakultit cu Nagasaki.) 


(Hingegangen am 12. Dezember 1938) 


Vor etwa 20 Jahren versuchte ich unter Prof. Sasaki’s 
Anleitung Amine aus verschiedenen Aminosauren, so Histamin aus 
l-Histidin, Putreszin aus d-Arginin und Cadaverin aus d-Lysin 
durch bakterielle Zersetzung zu isolieren. Damals konnte ich bei 
der Zersetzung von /-Histidin durch Bakterien kein Histamin 
gewinnen, sondern d-/-Imidazolylmilchsaure. Nach langjahriger 
Forschung nach den Bedingungen fiir Aminbildung aus Amino- 
sduren durch Bakterien habe ich schliesslich gefunden, dass der 
Stamm der Bakterien dabei eine wesentliche Rolle spielt. Zuerst 
habe ich einen Bakterienstamm gefunden, welcher Tyramin aus 
l-Tyrosin zu bilden vermag. Diese Higenschaft behalt der 
Bakterienstamm lange Zeit bei; so konnte ich in meinem Laborato- 
rium einige Coli-Stamme, die Tyramin aus /-Tyrosin zu bilden 
vermogen, 2 bis 3 Jahre weiter fortziichten, ohne dass sie diese 
Eigenschaft verloren. Mit solchen Staémmen konnte ich Histamin- 
und Putreszinbildung aus /-Histidin, resp. aus d-Arginin nach- 
weisen. Diesmal habe ich im Versuche, Cadaverin aus d-Lysin zu 
isolieren, einen solechen Stamm von Bazillus lactis aerogenes 
benutzt, welcher sich bereits als Aminbildner aus /-Tyrosin erwiesen 
hatte. Wie zu erwarten war, konnte ich Cadaverin durch Hin- 
wirkung von B. lactis aerogenes auf d-Lysin isolieren. Uber die 
Cadaverinbildung aus verschiedenen Hiweissarten durch Faulnis 
oder Verdauung ist man schon seit langem unterrichtet. Man 
findet auch das Cadaverin im Harn der Cystinuriker und im 
Keimling der Soja-Bohnen. Seidem das Lysin in Hiweissabbau- 
- produkten nachgewiesen wurde, betrachtet man Lysin als die 
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Muttersubstanz von Cadaverin. A. Ellinger war der erste, der 
die Cadaverinbildung aus d-Lysin durch Faulnis tatsachlich nach- 
gewiesen hat; dabei musste er manche Schwierigkeiten tiberwinden, 
um jedesmal das gleiche Resultat zu erhalten. Er sagt: “Die Ver- 
schiedenheit der Resultate scheint vielmehr dadurch begriindet zu 
sein, dass die Bedingungen fiir die Faulnis nicht immer gleich 
eut getroffen waren, obwohl ich mich bemiihte, in Bezug auf die 
Menge der zugesetzten Faulnisfliissigkeit, Alkalieszenzgrad und 
Temperatur méglichst gleichmissige Bedingungen einzustellen,...” 
und hielt es ftir durchaus notwendig, mit Reinkulturen von 
Bakterien zu arbeiten, die im Stande sind, die Kohlensaure- 
abspaltung aus Diaminosaiuren zu bewirken, um immer gleich- 
missige Resultate zu bekommen. Ungefahr 10 Jahre darauf hat 
D. Ackermann tiber die Entstehung von Faulnisbasen berichtet, 
dabei konnte er aber keine Cadaverinbildung aus Lysin nachweisen. 
Dariiber schreibt er wie folgt: “Um diese negativen Resultate 
gegentiber dem Teile der Ellingerschen, die positiv ausfielen, 
dass die Faulnisbakterien in verschiedenen Orten von wechselnder 
Art und deshalb verschieden wirksam seien.” Aber als er statt 
Lysin die samtlichen Eiweissspaltungsprodukte gebrauchte, konnte 
er 3 Basen, namlich Cadaverin, Putreszin und y-Aminovalerian- 
saure isolieren. Kin Bakterienstamm bildet Amin und ein anderer 
bildet Saéure aus Aminoséuren. Woher kommt nun soleche Launig- 
keit der Faulnisbakterien? Das wichtigste ist, dass man den 
richtigen Bakterienstamm trifft. Neuerdings haben A. Virtanen 
und T. Laine gefunden, dass ein gewisser Stamm von Colibazillen 
durch Kohlensaureabspaltung Cadaverin aus Lysin bildet. Nach 
den genannten Autoren ist die Reaktion optimal und fast quanti- 
tativ bei pH 7.0: und sie behaupten, dass man die Reaktion zur 
Identifizierung und zur quantitativen Bestimmung verwerten kann. 


EXPERIMENTELLER T'EIL. 
Die Nahrlodsung war folgendermassen zusammengesetzt : 


Natriumchlorid 5,0 g 
Monokaliumphosphat 2,0 
Magnesiumsulfat 0,1 
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Ammoniumearbonat 1,0 
Glycerin 20,0 
Aqua destillata 1000,0 eem 


Die Versuchsanordnung war dieselbe wie bei meinen friiheren 
Experimenten mit Histidin und Arginin. 800 cem der Nahrlésung 
wurde in kurzhalsigem Kolben von 1 Liter Inhalt mit je 2 g d-Lysin 
(aus Kasein) im Dampfkochtopf sterilisiert. Nach dem Erkalten 
wurden 5 grosse schrage Agarkulturen von als Tyraminbildner 
aus l[-Tyrosin erwiesenem Bacillus lactis aerogenes zugesetzt und 
30 Tage lang im Brutofen von 37°C aufbewahrt. Es wurde mit 
3 solechen Kolben, also mit 6g d-Lysin gearbeitet. Wahrend des 
Bebriitens war der Inhalt stark getriibt und blass gelb gefarbt, 
wie es bei guter Entwicklung der Bakterien der Fall ist. Der 
pH-Wert des Gemisches vor und nach der Bebriitung war 7,0 resp. 
5,0. Nachdem die bakteriologische Reinheit gesichert war, wurde 
der Inhalt der 3 Kolben vereinigt und auf dem Wasserbad bis 
zur Trockenheit eingeengt. Der Riickstand wurde erschépfend mit 
warmen Alkohol extrahiert. Der alkoholische Extrakt wurde 
einmal filtriert und dann mit gesattigter alkoholischer Sublimat- 
losung gefallt, 3 Tage lang im Ejisschrank gelassen, dann ab- 
genutscht und mit Alkohol gewaschen. Die Sublimatfallung wurde 
in 300 cem Wasser suspendiert und nach dem Entbleien durch 
Schwefelwasserstoff filtriert. Der Riickstand war krystallinisch 
und sehr hygroskopisch. Diese krystallinische Masse wog 2,8 ¢ 
und war durch alkoholische Platinchloridlosung fallbar. Ich habe 
das gereinigte Chlorplatinat und Chloraurat dieser Substanz dar- 
gestellt und analysiert: 

0,2506 g Substanz: 0,0694g¢ Pt. 
CsHisN2-HoPtClo Gef. 38,11% 
Ber. 38,10% 
0,2506 g Substanz: 0,1256g Au. 
CsHusN22HAuCh Gef. 50,51% 
Ber. 50,42% 

Ich habe auch eine Benzoylverbindung dargestellt, welche nach 
der Reinigung durch wiederholte Umkrystallisierung aus ver- 
diinntem Alkohol und Entfarben durch Tierkohle den Schmelz- 
punkt von 135°C. zeigte. Durch Mischprobe mit Cadaverindi- 
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benzoat (F=135°C) zeigte der Benzoylkérper keine Schmelzpunkt- 
depression. Mithin kann es kaum einem Zweifel unterliegen, dass 
es sich um das Cadaverin handelt. 

Sicherheitshalber wiederholte ich dasselbe Experiment mit 
einem anderen Stamm von B. lactis aerogenes, dessen aminbildende 
EKigenschaft mit /-Tyrosin sicher gestellt war; der Versuch ergab 
beinahe dasselbe Resultat. 
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UBER DAS KUPFER IM ORGANISMUS, BEOBACHTET 
VOM STANDPUNKT SEINES PHYLOGENETISCHEN, 
ONTOGENETISCHEN UND GESCHLECHTLICHEN 
UNTERSCHIEDE AUS. 


I. Mitteilung: 


Die phylogenetische Untersuchung des 
Kupfers im Blut. 


Von 


SATORU KAMEGAT. 


(Aus dem physiologischen Institut der medizinischen Fakultit zw Nagasaki. 
Direktor: Prof. Dr. Ogata.) 


(Eingegangen am 15. Dezember 1938) 


EINLEITUNG. 


Hine kleine Menge von Mineralien spielt oft eine grosse Rolle 
fiir das Lebewesen. Die biologischen Wirkungen des Kupfers 
wurden schon auf verschiedene Art und Weise studiert. Vor 
allem wurden zahlreiche Berichte iiber den Einfluss von Kupfer 
auf die Farbstoffbildung erstattet. Cunningham (1931) fand 
Kupfer im Tintensack des Octopus und erklarte, dass das Kupfer 
sich auf die Pigmentbildung bezieht. Auf Grund der Erforschung 
des Kupfergehaltes von gefleckten Katzen glaubt Sarata (1935), 
dass dem Kupfer die Rolle eines Katalysators des Pigmentbil- 
dungsprozesses zukomme, némlich dass das Kupferion in einer 
bestimmten Verdiinnung die Spontanoxydation von 3,4-Dioxy- 
phenylalaninlésung beschleunigen kann. Folglich ist es kein 
Wunder, dass Kupfer an der Blutfarbstoffbildung sich beteiligt. 
Was fiir eine Beziehung hat das Kupfer zu dem Eisen; welches 
von diesen Metallen bildet den Haupthbestandteil des Blutfarbstoffes 
und welches ist als Sauerstofftrager zu betrachten? Bei der 
Hamoglobinbildung ist, wie ein Autor behauptet, das Kupfer nitz- 
lich, um aus dem anorganischen Eisen die organische Verbindung 
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des Eisens herzustellen. 

Anderseits enthilt das Blut einiger Invertebraten das 
Himozyanin, in welchem als Sauerstofftrager das Kupfer tatig 
ist. Wie das Blut der Vertebraten ein Geringes an Kupfer 
enthalt, so existiert im Blut der Invertebraten auch eine kleine 
Menge von Hisen. Im Tierreich sieht es aus, als ob die Rolle des 
Sauerstofftragers mit der phylogenetischen Hntwickelung allmah- 
lich vom Kupfer zum Hisen tibergehe. Zwecks eingehender EHr- 
forschung dieses Verhaltnisses brauchte Verfasser Tiere von ver- 
schiedenen Arten und bestimmte den Kupfer- und Hisengehalt im 
Blut. Weiter machte er dieselbe Untersuchung bei Huhner- 
embryonen, also bei ontogenetischer Entwickelung. In dieser 
Mitteilung wird nur die erstgenannte Untersuchung des Kupfers 
im Blut beschrieben. 


EXXPERIMENTELLER TEIL. 


1. Versuchstiere und Methode der Blutentziehung. 
Die Untersuchungen wurden an folgenden Tieren ausgefiihrt.’ 
1. Arthropoda 


Crustacea Decapoda Palinunus:) 72) 0nICus a4. 2s eee if 
Arachnoidea Avraneida Nephila madagascalensis ......... 2 


2. Mollusca 


Lamellibranchia Eulamellibranchia Ostraea cucullata ................ 3 
3. Vertebrata 

Pisces Teleostei CyprineasecartplOs eee eee ee 4 
Amphibia Anura > Butowbutomaponicuss + eae ee 5 
Reptilia Chelonia MWAOMb ES BENOONUORY . Seo) db sander. 6 
Aves Neornithes Galliformes domesticus ........... 7 
Mammalia Ungulata BOS saUurist.. gir. eee nt ee: 8 
SUS SCRORORED “aa pee ie eae 9 

Carnivora Canige bain brains ees eee 10 

Plelis: domestica)... aoe 1) 

Rodentia Mepis Cun cules see ee 12 

Primates EL OMOSALeNS een ee 13 


Die Klassifikation der Versuchstiere wurde nach lizima aus- 
geftihrt. 
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Das Blut wurde bei Pal. jap., Neph. mad., und Ostraea cue. 
aus der Pericardialhéle, bei Cyprinus carp. aus der Aorta dorsalis, 
bei Bufo b. j., Canis fam. und Felis dom., Bos taurus, Sus scrofa, 
und Lepus cun. aus der Carotis, zuletzt bei Homo sap. aus der 
V. mediana cubiti entnommen. 


2. Die Methode der Kupferbestimmung. 


Die Bestimmung wurde mit der polarographischen Methode 
nach Heyrovsky und Sikata (1930) ausgefiihrt. Hierfiir muss 
man sich eine Messmethode ausarbeiten. Verfasser-brauchte als Ver- 
gleichungsmaterial das umkrystallisierte Kupfersulfat (Kahlbaum), 
und loste es in der unterstehenden Grundlosung. 


(NH4)2804,  1382,1 
1% Agar 10 ce. 
ad H:O 1000 


Die Hohe der Kurve des Polarogramms vermehrte sich gemass der 
Steigerung der Temperatur. Also polarisierte Verfasser Kupfer- 
lostngen verschiedener Konzentration in verschiedener Tempera- 
tur. Das Resultat ist in Tabelle I und II gezeiet. 


TABELLE I, 


Die Kurvenhdhe bei verschiedener Konzentration und Temperatur. 


seine een By ne eee eine 
mV SHOE 

10 0.6528 x 10-5 +198 —47 : 19.0 
” +197 —51 jas 19.8 roo 

” +193 —46 19.6 
ikeiley Se eh +199 —46 —46 23.8 23.8 

3.204 << 2 +176 — 36 35.0 
” +188 —47 }-s02 ay fart so. 

” +189 — 34.5 36.6 

6:52Sn > +196 — 37 56.6 
”? ” —41 }-s0.8 Dells }sran 

” +192 —41.5 58.25 
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TABELLE I. (Fortsetzung). 


Temp. Cu’ ’-Konz. eho Bae Kurvenhohe 
°C m nets f La a ‘ mm 
15 0.6258 x 10-5 +186 aol 20.2 
” +194 -49 | a0. ula aa) 
” +190 =f 19.8 
38.264 x » +191 —44 38.0 
%” ” —46 -—41.6 ara 37.96 
” +194 —=35 38.0 
6.528 X » +187 —42 58.0 
” EieeL Os — +40 \ 40.6 59.0 ‘so 
” +186 et? 60.0 
20 eee +178 —46 24.6 
” ” -1 } ag. 23. hes 3.46 
9 +180 —6il! 22.2 
Symone +180 —49 53.0 
” +176 -oi} — 54.0 50.3 onto 
yy +179 — 52 52.0 
i 0: +182 —55 83.0 
” +181 =52 \- 55.6 86.0 \sr.o 
” ” — 60 92.2 
25 I Seog? +161 —59 24.5 
” sap Alaye 00 } = ll 25.0 fous 
” +169 — 64 23.3 
a xX » +161 —959 52.9 
2% +174 ~35 bss sao bas ane 
” +175 =a) 54.3 
ib L0m ai altdh i) 90.5 
” +163 —63 } —59 87.0 }soas 
” +179 —58 93.0 
30 Ua et sp ile3} —41 25.2 
” +185 -a5} —45 26.6 esac 
” +178 —48 24.0 
See nL +162 =) 55.0 
” +174 -55} —54 57. 0 basa 
” +173 — 56 58.5 
Leo =4 +185 —48 95.3 
” Tie 4s | —46 89. 5 }03.9 
” ane A —47 97.0 
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TABELLE II. 


Zusammenfassung d. TABELLE I. 


Kurvenhohe mm 


Temp. °C 5 
G10 am)) (opaimeamy) GUS. O=m:) 
10 21.7 47.3 79.0 
1S 223. 49.3 84.0 
20 | 23.46 | EG} 87.06 
25 24.26 Oph 90.16 
30 2-26 | 56.83 93.93 
Abb. 1. 


300 -400 SOO MV 


Das Polarogramm des Blutes von Palinurus japonicus. 
Cu 5.988 mg in 100 g frisch. 
Subst. Bodenpotential+152 mV. 


3. Verfertigung des Versuchsmaterials. 


Das Blut wurde in einen Schmelztiegel getan, und auf dem 
Wasserbad getrocknet. Der Tiegel’ wird dann im elektrischen 
Ofen bei von 0° bis ea. 800° bzw. 1000°C langsam aufsteigender 
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Temperatur verascht. Nach dem Abkiihlen wird die Asche mit 
leem konzentrierter Salpetersiure angefeuchtet und wieder auf 
dem Wasserbad getrocknet. Die Asche wird in 3-5 cem (NH4) 2SO4- 
Agarlosung gelost, und elektrolysiert. 


RESULTATE. 


Die auf obige Weise gewonnenen Resultate wurden auf mg 
in 100g frischer Substanz umgerechnet, und von den hoheren 
Tierarten zu den niederen hin angeordnet. In jeder Art wurde 
der Mittelwert sowohl von allen Versuchstieren, als auch von beiden 
Geschlechtern berechnet. 


Ergebnis der Resultate in den Tabellen III und IV. 


Es ist merkwiirdig, dass die Invertebraten mit Ausnahme von 
Ostraea cuc. das Kupfer in sehr reichlicher Menge enthalten. Sie 
ist 10-100 mal so gross wie bei den Vertebraten. Das Blut der 
Ostraea cue. war am diinnsten im Vergleich mit dem der anderen 
Spezies und enthalt eine grosse Menge Wasser. In den Verte- 
braten vermindert sich der Kupfergehalt vom Cyprinus carp. tiber 
Lepus cun. bis Homo sap. allmahlich. Eine Ausnahme machen 
Bufo b.j. und Bos taurus. 

In allen Arten, welche hier untersucht wurden, mit der 
einzigen Ausnahme von Homo sap., tiberwiegt das weibliche 
Geschlecht das mannliche an Kupfergehalt. Der groésste geschlecht- 
liche Unterschied wurde bei Bufo b.j. beobachtet, wo das Ver- 
haltnis 6(6):1(@) betragt. Dem Bufo b.j. folgen Pal. jap., 
Gall. dom., Bos taur., Sus scrof. und Lepus cun. in der Reihe, wo 
das Verhaltnis 2(6):1(@) herrscht. Bei Homo sap. weist das 
Resultat ein umgekehrtes Verhialtnis auf. 

In Gall. dom. ist bei den weissen und schwarzen Tieren eine 
grossere Menge von Kupfer enthalten, als bei den braunen. In 
Canis fam. enthalt die schwarze Art es am reichlichsten, dann die 
braune und zuletzt die weisse. In Felis dom. besitzt die weisse 
weniger Kupfer als die schwarze und die dreifarbige. 

Bei Pal. jap., Cyprinus carp. und einem Teil von Bufo b. j. 
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TABELLE IIIa. (Palinurus japonicus). 


* Frisch. Halb- Kurven- Cu mg 
Nr. “s ae Subst. stufenp. hohe in 100 ¢ Wee 
a mV mm Fr. Sub. 
it 1606 0.666 — 46 57 5.884 15.0 
2 1806 0.909 —50 59 4.576 ” 
3 » 6} 0.221 —45 31 3.301 12.5 
4 1606 0.583 —388 30 2.327 15.0 
5 1509* 0.526 —45 72 10.342 12.5 
6 180 2 * 0.748 —48 60 5.989 11.0 
3 6 4.022 
Mittel 5.403 { 28.165 
* Hier reif. 
TABELLE IIIb. (Nephila madagascalensis). 
1 0.58 2 0.102 —80 52 8.795 25.0 
2 0.83 2 0.140 — 86 41 4.525 24.0 
3 0.67 2 0.097 —79 26 2.375 ” 
4 » 2 0.080 | — 0 30 4.298 ” 
Mittel 4.998 


In jedem Fall werden zwei Tiere gebraucht, und das Korpergewicht in der 
Tabelle zeigt den Mittelwert von beiden. Ménnliche Tiere sind zu klein und 
kaum brauchbar. 


TABELLE IIIc. (Ostraea cucullata). 


Frisch. Halb- Kurven- Cu mg 
Nr. ahi Subst. stufenp. hoéhe in 100 ¢ ee 
g g mV mm Fr, Sub. 

1 42 0.843 — 62 19 0.313 10.0 

2 49 1.166 —69 ” 0.226 » 

3 41 0.961 = 1) 21 0.355 9.0 

4 38 0.723 ” 22 0.557 ” 

5 37 0.634 —55 19 0.357 ” 

6 39 1.152 —58 20 0.266 ” 

Uf 4d 0.318 —63 ” 0.422 12.4 

8 52 0.357 ” 25 0.753 ” 

9 50 0.346 —68 23 0.599 ” 
10 42 0.517 — 65 20 0.259 13.8 
afl 58 0.389 —63 Aly 0.123 ” 
12 26 0.414 — 73 20 0.524 ” 

Mittel 0.397 


Geschlechtsdifferenz unklar. 
Als Kérpergewicht wurde nur das Gewicht der Weichteile angegeben. 
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TAaBELLE III d. (Cyprinus carpio). 
—54 23 9.0 
1 7806 7.69 | os { . 0.199 ee 
—49 28 9.0 
2 6603 8.58 { 63 { 25 0.139 { 16.0 
—52 36 9.0 
3 7506 9,64 { eh fe 0.300 ee 
= 50 19 9.0 
4 7609§ 8.48 thes. es 0.227 { Tee 
5 5906 12.06 —39 75 0,280 15.0 
6 610 2§ 7.16 —47 71 0.453 ” 
7 8102§ 8.79 —45 76 0.391 ” 
8 5906 9.95 —48 70 0.311 ” 
Mittel 0.288 { 5 eo 


Die Hauftfarbe ist schwarz. 


TABELLE IIL e. 


§ vor dem Eierlegen. 


(Bufo bufo japonicus). 


: Frisch. Halb- Kurven- Cu mg 
Nr. aoe Subst. stufenp. hohe in 100 ¢ pane 
2 g mV mm Fr. Sub. 
il 380 2§ 7.642 —50 55 O}2 44 sl <0) 
y B10 9 * 7.667 — 54 34 0.113 ” 
3 350/9% 8.915 ” ” 0.094 ” 
4 2306 5.108 — 86 A 0.014 ” 
5 2203 10.195 —48 20 0.020 ” 
6 2406 10.200 —§4 23 0.034 ” 
: 6 0.023 
Mittel 0.087 {8 eee 


§ vor dem Eierlegen. * nach dem Hierlegen. 


TABELLE III f. 


(Trionyx japonica). 


1 3802 4,82 — 50) 42 

2 263.9 8.57 — 56 ” 

3 373 2 5.87 ” 96 

4 2536 8.13 ” 77 

5 2449 9.34 — 50 53 
Mittel 


0.544 13.0 
0.302 2 
0.519 15.3 
0.365 13.0 
0.384 ” 


Uber das Kupfer im Organismus.—I. 447 


TABELLE IIT g. 


(Galliformes domesticus). 


af | 31708 5.89 aif Pri 0.085 10.5 
2 31203 7.09 39 ” 0.074 ” 
3 18102* 13215 — 52 65 0.377 ” 
4 LOO * 12.61 —5d3 47 0.251 ” 
5 ay fess HBSS) —T7A4 38 0.070 ” 
6 22706 12.22 —95 49 0.1138 ” 
: on o0.090 
Mittel 0.162 { 2 0.233 
* Fier reif. : 
Die Farbe der Feder... .1, 2,5 braun, 3, 6 weiss, 4 schwarz. 
TABELLE III h. (Bos taurus). 
tae Frisch. Halb- Kurven- Cu mg Tem 
Nr! PDewes Subst. stufenp. hohe in 100 g oor 
| & g mV mm Fy. Sub. 
1 erwachsen @ 17.14 =(il 46 0.121 12.0 
o ” fo) 10.10 — 54 23 0.053 6.0 
3 2 ro) 11.30 —= Oo 34 0.107 ” 
4 ey) 2 9.20 nl 30 0.144 ” 
= ” fe) Ts02 —o54 24 0.031 PADS 
6 ” 2 9.86 — 60) 55 0.095 29.0 
, § 0.064 
Mittel 0.081 G 0.119 
Die Farbe der Haare ist schwarz. 
TABELLE II1i. (Sus scrofa). 
1 J|erwachsen 6§ 6.22 —58 24 0.082 5.0 
2 ” 6§ 7.88 aie 23 0.055 ” 
3 ” Q 10.12 —o56 a5) 0,215 ” 
4 ” 2 11.04 5) 24 0,093 ” 
5) ” 2 9.46 iil 54 0,164 27.5 
6 ” 6§ 6.18 —69 43 0.103 29.0 
8 0.080 
Mittel 0.119 { 20.157 


Die Farbe der Haare ist weiss. 


§ kastriert. 
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TaBELLE IIL j. (Canis familiaris). 


i erwachsen 6 7.03 —d1 29 0.166 16.8 

2 ” 3 9.13 —50 64 0.259 13.0 

3 ” $ 9.16 — 65 52 0.182 18.3 

4 ” 2 5.39 —47 26 0.185 16.8 

5 ” Q distal —5d 75 0.350 15.0 
Mittel 0.228 ee 

Die Farbe der Haare... .1 weiss, 2,3 braun, 4,5 schwarz mit weissen Flecken. 


TABELLE*’IIITk. (Felis domestica). 


. Frisch. Halb- Kurven- Cu mg 
Nr. K. gew. Subst. stufenp. hohe in 100 ¢g rah 
& g mV mm Fr. Sub. 
1 3280 6 7.15 —46 68 0.348 15.0 
2 3340 2 * 12.04 ” 43 0.107 ” 
3 862028 8,50 ” 53 0.209 2” 
4 2300 2 7.14 =e 3 0.148 ” 
5 1900 g soe —53 el 0.543 5 dis) 
6 25006 7.12 —58 Sil! 0.127 ” 
; § 0.237 
Mittel 0.247 { 2 0.252 
Die Farbe der Haare....1 schwarz, 2,3,4 und 5 dreifarbig, 6 weiss. 
* Schwangerschaftsbeginn, 
§ Schwangerschaftsende. 
TABELLLE III]. (Lepus cuniculus). 
il 10006 12.90 — 63 24 0.042 9.5 
2 2240 6 9.90 =o7 23 0.045 ” 
ey {—56 47 Oe 
3 2000 9 19.31 air i 0.142 lige 
= = 52 (25 9.5 
4 . 
1650 9 14.85 are iat o.os0 | {% 
5 1770 2 10.71 —§2 35 0.174 14.0 
6 13806 11.60 —74 18 0.015 9.5 
if 190038 12.75 —71 36 0.096 8.0 
8 1725 6 20.40 —79 37 0.047 17.0 
Mittel ~ {60.049 
rs 20.118 


Die Farbe der Haare....1 braun, 2-8 weiss. 
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TABELLE III m. (Homo sapiens). 


1 L.j. 278 6.85 — 33 24 0,044 22.5 
S by. ses 6.78 a 38 0.079 27.6 
3 L.j. 199 3.17 ~101 25 0.033 24.0 
£5) 4 pie 715 — 99 26 , ; 
Mittel 0.047 erate 


TABELLE LV. 
Zusammenfassung d. TABELLE III. 


Cu 
Tierart 
6 2 Insgesamt 
Pal. jap. 4,022 8.165 5.403 
Neph. mad. = 4.998 4.998 
Ostraea cue. = = 0.397 
Cyprinus carp. 0.246 0.357 0.288 
Bufo b. j. 0.023 0.150 0.087 
Trionyx j. 0.365 0.437 0.423 
Gall. dom. 0.091 0.233 0.162 
Bos taurus 0.064 0.119 0.091 
Sus scrofa 0.080 0.157 0.119 
Canis fam. 0,202 0.268 0.228 
Felis dom. 0.237 0.252 0.247 
Lepus cun. 0.049 0.118 0.075 
Homo sap. 0.062 0.033 0.047 


und bei Gall. dom. enthalt das schwangere Individium mehr als 
sonst. Besonders interessant war der Fall von Bufo b.j. Er 
zeigt den héchsten Wert vor dem Hierlegen und den nachst hohen 
Wert nach demselben. Im allgemeinen besitzt das weibliche 
Geschlecht mehr Kupfer als das mannliche. Bei Felis dom. kann 
man dariiber nichts Sicheres sagen. 


DiIsKUSSION. 
Nach Severy (1923) enthalt das Austernblut 60mg Kupfer 
je kilo Trockensubstanz, der Walfisch dagegen nur eine Spur. Der 
Kupfergehalt vermindert sich also von den niederen Tieren zu 
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den héheren. Bei einigen Invertebraten dient das Kupfer als 
Sauerstoffiibertrager, fand sich aber sehr wenig bei den hoheren 
Tieren. Um zu schliessen, ob das Kupfer die Stelle des Hisens 
in den hoheren Tieren einnimmt, muss man zuerst die relativen 
Mengenverhaltniss des Kupfers und des Hisens bestimmen, die aber 
erst in der II Mitteilune beschrieben werden. 

Bei Mensch, Schaf, Rind, Schwein, Pferd und Meerschwein- 
chen konnte Tompsett (1934) keinen geschleichtlichen Unter- 
schied des Kupfergehaltes feststellen. Verfassers Untersuchung 
ergab abcr, dass ein soleher unzweifelhaft vorhanden ist, und zwar 
das weibliche Geschlecht in dieser Beziehung das mannliche tber- 
trifft. Die Messunge wurde im Friihling ausgeftihrt und die 
Schwangerschaft mag einen Hinfluss auf den Kupfergehalt aus- 
getibt haben. 

Die Vermehrung des Kupfers infolge Schwangerschaft wurde 
schon von vielen Autoren bemerkt. Unter ihnen kann man 
Zondek und Bandmann (1931), Sachs u.a. (1935) aufzahlen. 
Verfasser ist auch von derselben Meinung, besonders bei Bufo b. j., 
weil der Kupfergehalt sich nach dem Hierlegen mehr oder weniger 
verminderte. 

Uber die Beziehung zwischen Kupfer und Melaninbildung hat 
Verfasser in der Einleitung bereits einiges ausgesagt. Narasaka 
(1937) bemerkte, dass im Mongolenfieck die pigmentierte Haut- 
partie reicher an Kupfer als die nichtpigmentierte ist, und Yosi- 
kawa (1937) fand, dass die schwarzen Haare mehr Kupfer als 
die weissen enthalten. Diese Befunde konnten nicht ohne weiteres 
auf das Blut iibertragen werden, aber bei Canis fam. und ¥elis 
dom. kann man solche Neigung: finden. 

Der Kupfergehalt des Blutes wird noch verschiedenerweise 
beeinflusst. Sarata (1937) sah, dass in der briitenden Henne das 
Blut einen grosseren Kupfergehalt besitzt und etwa 10 Tage nach 
der Bebriitung zum anfanglichen Wert zuriickgeht. Die Hiindin 
soll auch wahrend der Brunstzeit im Blut mehr Kupfer haben als 
sonst. Aus Verfassers HErgebnissen ist es ersichtlich, dass im 
grossen und ganzen mehr Kupfer im weiblichen Geschlecht als im 
mannlichen nachweisbar ist. Dies kann man méglicherweise auf 
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den Umstand zuriickfiihren, dass die Materialien wihrend der 
geschlechtlich lebhaften Zeit gesammelt wurden. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Verfasser bestimmte den Kupfergehalt des Blutes in 13 Arten 
von Tieren, die sich in den verschiedenen Stellen der Systematik 
befinden. 

1. Einige von den Invertebraten iibertreffen an Kupfergehalt 
weitaus die Vertebraten. 

2. Unter den Vertebraten ist der Unterschied eher gering, 
doch scheint die niedere Klasse mehr als die hdhere zu enthalten, 
und zwar je niedriger desto reichlicher. 

3. In der grossen Mehrzah] der Tiere ist das weibliche 
Geschlecht reicher an Kupfer als das méannliche. Dies beruht 
wahrscheinlich auf der lebhaften Tatigkeit der Geschlechtsorgane 
(Sehwangerschaft sowie Brunst). 
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UBER DAS KUPFER IM ORGANISMUS, BEOBACHTET 
VOM STANDPUNKT SEINES PHYLOGENETISCHEN, 
ONTOGENETISCHEN UND GESCHLECHTLICHEN 
UNTERSCHIEDS AUS. 


If. Mitteilung: 


Die phylogenetische Untersuchung des Eisens 
und Fe/Cu-Index in Blut. 


Von 


SATORU KAMEGAT. 


(Aus dem physiologischen Institut der medizinischen Fakultét zu Nagasaki. 
Direktor: Prof. Dr. O. Ogata.) 


(Hingegangen am 15. Dezember 1938) 


EINLEITUNG. 


Verfasser berichtete in der I. Mitteilung tiber den Kupfer- 
gehalt des Blutes bei verschiedenen Tierarten und machte darauf 
aufmerksam, dass das Kupfer als Sauerstofftibertrager mit der 
Entwickelung der Tierarten allmahlich minderwertig wiirde. 
Dabei bemerkte Verfasser den geschlechtlichen Unterschied im 
Kupfergehalt des Blutes und zeigte seine beeinflussenden Momente. 

Jetzt bestimmte Verfasser den Hisengehalt des Blutes in 
denselben Tierarten. Das Verhaltnis zwischen diesen zwei Ele- 
menten oder der Fe/Cu-Index ist auch von Interesse und 
Bedeutung. 


EXPERIMENTELLER T'EIh. 
1. Versuchstiere und Methode der Blutentziehung. 


Die Materialien sind dieselben wie in der ersten Mitteilung 
und das Blut wurde in derselben Weise entnommen. 


1. Palinurus japonicus 4. Cyprinus carpio 
2. Nephila madagascalensis 5. Bufo bufo japonicus 
6. 


3. Ostraea cucullata Trionyx japonica 
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7. Galliformes domesticus 11. Felis domestica 
8. Bos taurus 12. Lepus cuniculus 
9. Sus serofa 13. Homo sapiens 


10. Canis familiaris 


2. Die Methode der Eisenbestimmung. 

Die Analyse wurde beim Hisen auch mit der polarographischen 
Methode ausgefiihrt. Dabei léste man das Material mit Oxalsaure 
in Phosphatpuffergemisch (Pu 6) (Uber diese Methode berichtete 
Verfasser schon anderswo in Journ. of Biochemistry). Die Grund- 
lésung besteht aus 

f 1/ls m Phosphatpuffergemisch (pH 6) 1000,0 

| Agar 0,1 
Die Veranderung der Kurvenhohe in Bezug auf Konzentration von 
FeCls und Temperatur ist aus der folgenden Tabelle ersichtlich. 


TABELLE I. 
Die Kurvenhohe bei verschiedener Konzentration und Temperatur. 


Kurvenhohe mm 
Temp. °C P 
Fe’ 0.4 mg% | Fe’ 1.0 mg% | Fe’ 1.6 mg% | Fe’ 2.0 mg% 
5 35.9 69.6 104.3 130.0 
15 40.0 77.9 117.0 
20 42.3 80.0 121.8 
POs 43.9 85.0 124.7 
30 47.0 87.3 131.0 


pH von 5 bis 1,2 tbt keinen Einfluss auf die Kurvenhohe aus. 
Das Halbstufenpotential ist —56-—195 mV. <An welchen Potential 
wird das Kupfer in dieser Grundlésung herausreduziert ? 


TABELLE II, 
Kupfer im Phosphatpuffergemische (mit Oxalsiiure). 


T é oe Anoden- Halbstufen- arian be 
ae Cu’’-Konz. potent. potent. KKurvenhohe 
m “A ay mm 
8 ca 5X10-5 — 259 =116 43 


” oe LOS 4 — 248 50 83.5 


(pH <1.2) 


ol 
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Abb. 1. 
Das Polarogramm des Blutes von Bufo bufo japonicus. 
Fe 27,99 mg in 100 ¢ frisch. 
Subst. Bodenpotential+111 mV. 
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Also wird das Kupfer beinahe am demselben Potential wie 
das Eisen reduziert. Die genaueren Ergebnisse sind aus der 
folgenden Tabelle zu sehen. 


TABELLE III. 


Fe ’-Lésung (2 mg% ) Nach Zusetzen von Cu” 
pH | Bod. p. mV |Halbs. p. mV| K. h. mm|} Bod. p. mV |Halbs. p. mV| K. h. mm 
5 ary ol — LOL 131.0 + 147 Vor 137 
+ +45 — 136 130.0 +109 103 145 
3 +128 —3o 134.0 +135 —102 148 
<1.2 +160 —152 129.5 +89 —123 213 
” +162 — fe) 133.0 +166 — 96 181 


Wird die 2mg% Fe -Losung bei Pu von 5-1,2 elektrolysiert, 
so wird das Hisen am Potential von —38-—101 mV reduziert und 
die Kurvenhohe liegt in der Nahe von 130mm. Nach Zusetzen 
von CuSO, in diese Losung und zwar in verschiedenen Mengen, 
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sieht man ebenso nur eine, aber eine doppelt so hohe Kurve nahe 
an dem —100mV Potential. Infolgedessen ist es unbedingt notig 
das Kupfer vordem zu entfernen. 


3. Verfertigung des Versuchsmaterials. 


Ca.10g Blut wurden in einen Schmelztiegel getan, und in 
gleicher Weise wie beim Kupfer verascht, dann mit 1ecm kon- 
zentrierter Salpeterséure angefeuchtet und wieder getrocknet. 
Uberschiissiges Ammoniakwasser wird zugegeben und die Mischung 
geriihrt, dann einige Zeit lang stehen gelassen. Dabei schlagt sich 
das Eisen nieder und lasst sich durch Filtration und Waschung 
vom ammoniakloslichen Kupfer isolieren. Das Pracipitat wird 
durch Zusatz von 2-5% Salzsiure wieder gelost, und in einen 50cem 
Messkolben tibergeftihrt. Von dem Filtrat wurde ein Teil zur 
Bestimmung verwandt, und durch Abdampfen auf dem Wasserbad 
getrocknet. Infolge des Vorhandenseins einer geringfiigigen 
Menge Salzsiure kommt eine Kurve (entsprechend der Fe —Fe™ 
Reaktion) am Nullvolt vor, und die Bestimmung des Eisens wird 
gestort, daher wird der Tiegel 24 Stunden lang im Kalilauge 
enthaltenden Exsikkator gehalten, um den Rest der freien Salz- 
sdure zu beseitigen. Danach wird das Material mit Oxalsdure im 
Phosphatpuffergemisch gelést (im Verhaltnis von 0.3 ec. 2 N-Oxal- 
saure zu 5ce. Puffergemisch), und dann elektrolysiert. 

Enthalt das Material zu viel Calcium, so ist es nicht immer 
moglich, das HCl vollstandig zu entfernen. In solchen Fallen 
wird dem Niederschlag, der von Cu durch Ammoniaklosung befreit 
wird, 2% Na-Oxalat tibermassig zugesetzt, und als Ca-Oxalat ab- 
gesetzt und die tiberschiissige HCl mit Natrium zu NaCl vereinigt. 
Die dabei auftretende iiberfliissige Oxalsiure wird zum Teil mit 
NaOH neutralysiert; die Lésung wird dadurch schwach sauer. 


RESULTATE. 


Die auf diese Weise bestimmten Werte des Eisens werden auf 
100g frischer Substanz umgerechnet und nach der phylogeneti- 
schen Reihenfolge in Tabellen angeordnet. Das Blut von Felis 
dom., dessen Asche ausserst schwer léslich und dessen genaue 
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Bestimmung daher nicht méglich ist, wird von der Tabelle aus- 


genommen. 
TABELLE IVa. (Palinurus japonicus). 
: Frisch. Halb- Kurven- Femg 
Nr. K. oa Subst. stufenp. hohe in 100 ¢ oe 
| g mV mm Fr. Sub. 
| 
1 1606 | 3.417 — 299 jem 5.004 OO 
2 1806 3.439 103 3.765 ” 
3 » 6 1,045 272 50 4.880 ” 
4 1606 1.903 —=S17 48 0.987 » 
5 150 9 * 2.047 —297 ” 0.918 ” 
6 180 9* 2.827 —290 87 | 1.499 ” 
: 6 3.878 
Mittel 2.842 | 2 1.208 


* Wier reif. 


Das Halbstufenpotential wurde ein wenig negativ. 


Durch Elektrolyse nach 


Zulage einer gewissen Menge von FeCls wurde nachgewiesen, dass der Beugungs- 
Dies gilt fiir die nachfolgenden Versuchen. 


punkt durch Fe verursacht wurde. 


TABELLE IV b. 


(Nephila madagasealensis). 


1>~|. 0589 0.117 149 51 | 22.512 23.7 

2 0.839 0.071 148 50 34.459 ns 

3 0.67 9 0.062 —149 49 | 27.744 5 
Mittel 31.571 


In jedem Fall werden zwei Tiere gebraucht, und das Korpergewicht in der 
Tabelle zeigt den Mittelwert von beiden. 


kaum brauchbar. 


TABELLE IV «¢. 


(Ostraea cucullata). 


Mannliche Tiere sind zu klein und 


Mittel 
Geschlechtsdifferenz unklar. 


1 44 0.336 —128 49 7.217 23.7 

2 D2 0.804 Salasll 65 4.353 24.5 

3 50 0.607 —130 58 5.107 23.7 

ea 42 1.046 —128 53 2.510 24.0 

5 58 0.877 ad Haji 52 2.936 ” 

6 26 0.804 —129 51 3.109 ” 
4,205 


Als Kérpergewicht wurde nur das Gewicht der Weichteile angegeben. 
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TABELLE IV d. (Cyprinus carpio). ~ 


encom Frisch. Halb- Kurven- _Femg Temp. 
Nr Subst. stufenp. hohe in 100 g Yel 
8g g mV mm Fr. Sub. 

ul 7803 0.348 —127 lal} 40.373 24.3 

2 660 3 0.331 —132 119 «| 45.317 ” 

3 7508 0.376 —141 ia 39.096 23.9 

4 7602§ 0.388 —129 81 25.000 23.6 

) 5906 0.370 —124 162 56.757 24.3 

6 6102 § 0.344 —122 72 23.547 ” 

7 8102 § 0.418 —127 116 34.690 ” 

8 5903 0.332 —129 106 39.216 ” 

Mittel 37.999 | Sree 
Die Hautfarbe ist schwarz. 
§ vor dem Hierlegen. 
TAaBELLE IVe. (Bufo bufo japonicus). 

1 2206 0.333 — 95 86 36.936 7.0 

2 3802 § 0.304 —94 76 34.868 ” 

3 2153 0.356 —93 120 SIAOT ” 

4 1208 0.338 —130 161 62.721 oe 

2 2358 0.515 995 196 51.262 ” 

6 250 ? * 0.485 —12)1 122 33.303 ” 

fh 350 9 * 0.430 —125 114 33.255 ” 

8 440 9% 0.307 —135 76 29.034 22.5 

9 2406 0.356 —145 ks 40.320 ” 

Mittel 41.539 { Caan 
§ vor dem WBierlegen. 
* nach dem Hierlegen. 
- 
TaBELLE IV f. (Trionyx japonica). 

1 380 2 0.296 —122 117 51.689 21.0 

2 263 2 0.242 —107 84 41.735 23.5 

3 BBS 0.396 —143 106 45.101 ” 

4 253 0.344 —140 Tika 41.284 ” 

5 244 0.400 —150 107 33.875 ” 


Mittel 3 41.284 
a Redes een os 
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TABELLE IV g. (Galliformes domesticus). 


Frisch. Halb- Kurven- Fe mg 
Nr. K. at Subst. stufenp. hohe in 100 ¢g bone 
= g mV mm Fr. Sub. 
al 31703 0.348 —=26 100 43.391 6.0 
2 31208 0.406 —106 114 41.626 8.0 
3 1550 2 0.634 Site) 125 29.650 ” 
4 1700 9* 0.440 —106 80 24.318 12.5 
5 2510 2 * 0.263 Ses 70 29.714 24.3 
6 22708 0.244 —129 ily 54.214 ” 
siti srase {3489 
* Hier reif. 
Die Farbe der Feder....1, 2,3 und 5 braun, 4 schwarz, 6 weiss. 
TABELLE IVh. (Bos taurus). 
a erwachsen 3 0.282 — 84 84 42.553 7.0 
2 ” 3 0.252 — eh) 68 36.508 ” 
3 ” g 0.400 —219 106 30.185 28.6 
4 ” 9 0.399 —214 118 36.352 27.0 
Mittel 36.399 aoa ae 
Die Farbe der Haare ist schwarz. 
TABELLE IVi. (Sus scrofa). 
1 | erwachsen 6 § 0.311 —79 67 26.045 7.0 
2 ” 3§ 0.394 —91 96 35.032 ” 
3 ” 2 0.303 —93 90 42.904 ” 
4 ” g 0.331 — 100 87 37.764 ” 
5 ” 2 Oxo Tall —T79 53 25.092 ” 
6 ” 3§ 0.639 —174 104 29.685 27.6 
af ” 36§ 0.331 » 105 38.394 27.3 
8 ” 3§ 0.340 —191 98 34.759 ” 
Bor 
Mittel 34.021 { ae 


Die Farbe der Haare ist weiss. 


§ kastriert. 


460 S. Kamegai: 
TABELLE IV j. (Canis familiaris). 
Frisch. Halb- Kurven- Fe mg a 
Nr. Kom Subst. stufenp. hohe in 100 g Cu 
8 g mV mm Fr. Sub. 
1 |erwachsen 6 0.118 —103 67 47.377 30.0 
2 ” 3 0.100 — 275 102 48.000 29.0 
3 ” g 0.105 — 156 110 64.285 27.6 
4 ” g 0.173 —197 96 32.947 28.0 
5 ” 9 0.094 list) 118 ileal PAE ” 
- 47. 
Mittel 53.947 { e eats 
Die Farbe der Haare....1, 2 und 5 braun, 3, 4 schwarz mit weissen Filecken. 
TABELLE IV k. (Lepus cuniculus). 
i 15208 0.424 —78 116 39.858 11.0 
2 15008 0.421 —63 112 38.717 ” 
3 16002 0.210 — 2383 100 30.996 28.4 
4 12756 0.118 —211 75 35.556 ” 
Mittel 36.281 { eee 
Die Farbe der Haare ist weiss. 
TABELLE IV]. (Homo sapiens). 
1 L. j. 19 2 0.317 —130 138 56.151 24.0 
2 » 189 0.288 —Itsal (3) 26.388 ” 
3 » 305 0.122 = 227 115 59.621 25.0 
4 » 196 0.278 —247 150 70.584 ” 
5 » 249 0.290 — 243 149 33.493 ” 
6 » 348 0.295 —279 138 30.169 ” 
sie soos {3848 


Ergebnis der Resultate in den Tabellen IV und V. 


Der Eisengehalt kontrastiert sehr wenig mit dem Kupfer- 
gehalt bei den Invertebraten; Neph. mad. bietet die einzige Aus- 
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TABELLE V. 
Zusammenfassung d. TABELLE LV. 


Fe 
Tierart ie 
io) 2 Insgesamt 

Pal. jap. 3.878 1.208 2.842 
Neph. mad. = 31.571 31.571 
Ostr. cue. = = 4.205 
Cyp. carp. 44.152 27.746 37.999 
Buto ibs. 4: 48.669 32.623 41.539 
‘FrIOn..j- 41.284 43.100 42.736 
Gall. dom. 46.410 27.894 37.152 
Bos taur. 38.470 30.185 36.399 
Sus serof. 33.283 35.253 34.021 
Canis fam. 47.688 58.119 53.947 
Fels dom. = = = 

Lepus cun. 38.043 30.996 36.281 
Homo sap. 53.458 38.678 46.068 


nahme. Der LEisengehalt legt unterhalb von einem Zehntel 
gvegentiber den Vertebraten. Unter den Vertebraten sind die Unter- 
schiede eher undeutlich. 

Ausgenommen Trionyx j., Sus scrofa und Canis fam. iibertrifft 
der Hisengehalt beim mannlichen Geschlecht den beim weiblichen. 
Das Verhaltnis ergibt 3:1. Pal. jap. zeigt den starksten Unter- 
schied ; ihm folgen Cyprinus ecarp., Bufo b.j. und Homo sap. Das 
Verhaltnis ist 1,5:1. Dann kommen Bos taurus und Lepus cun. 
mit 1,2:1. Beim kastrierten Sus serof. war das Verhaltnis um- 
gekehrt. 

Eine besondere Beziehung des Hisengehaltes zu der Hautfarbe 
ist nicht nachweisbar. In Bufo b. j. tiberwiegen die Schwangeren 
die, bei denen das Hierlegen schon vollendet ist. In Gall. dom. 
kann man diese Unterschiede nicht konstatieren. 


Fe/Cu-Index. 


In der ersten und zweiten Mitteilung sind die Bestimmung 
von Kupfer und Eisen einzeln ausgefiihrt worden. Die Hindriicke 
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aus diesen Beobachtungen lauten, als ob Kupfer mit der phylo- 
genetischen Entwickelung abnimmt und Eisen dabei zunimmt. Die 
Konzentrationen des Blutes wurden aber wenig beriticksichtigt und 
es bleibt beim Vergleich der Ergebnisse noch vieles zu wiinschen 
librig. 

Um diese unangenehmen Umstainde auszuschalten, benutzte 
Verfasser Fe/Cu d.h. den Fe-Cu-Index. Er ist in Tabelle VI 
und den Figuren 1 und 2 verzeichnet. 


TABELLE VI. (Fe/Cu-Index). 


Tierart i) g Insgesamt 
ee ale yaps 0.96 0.15 0.53 
2 Neph. mad. = 6.32 6.32 
3 Ostraea cue . = = 10.59 
4 Cyprinus carp. 179.49 77.68 132.08 
5 Bufo b. j. 2143.99 217.05 480.21 
6 Trionyx j. 113.04 98.56 101.08 
7 Gall. dom. 512.81 119.87 229.90 
8 Bos taurus. 605.83 253.23 398.67 
9 Sus scrofa 403.03 224.26 286.85 
10 Canis fam. 235.73 217.27 236.30 
11 Felis dom. = = — 
12 Lepus cun. V1T.97 261.79 484.00 
13 Homo sap. 866.26 1168.51 971.89 


Bufo b.j. steht auf der ersten Zacke und Bos taur. auf der 
zweiten Zacke der Kurve. Mit Ausnahme von diesen zweien steigt 
der Index von den Invertebraten zu den Vertebraten und erreicht 
den hochsten Punkt beim Homo sap. 

Die Kurve fiir Fe/Cu-Index lauft beim mannlichen Geschlecht 
immer hoher als beim weiblichen. Die einzige Ausnahme macht 
die des Homo sap. Die Kurve steigt allmahlich, mehr oder weniger 
deutliche Schwankungen zeigend. 


DISKUSSION. 


Yakusizi (1936) beobachtete die Verteilung von Eisen und 
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Fig. 1. (Fe/Cu-Index insgesamt) 
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Zink in den Bestandteilen des Blutes von verschiedenen Tierarten, 
und kam zu dem Schluss, dass der Hisengehalt mit der phylo- 
genetischen Entwickelung zunimmt. Verfasser bekam dieselben 
Resultate, naémlich dass der Fe/Cu-Index weit schneller zunimmt. 
Dass das mannliche Blut mehr Hisen als das weibliche enthalt, 
ist ohne weiteres verstandlich durch die Tatsache, dass das erstere 
an Himoglobingehalt das letztere tiberwiegt. Helmer (1935) gab 
als das Verhiltnis 52,5(4):45,8(@) an, und Sachs u.a. (1935) 
50,13:48,42. Verfasser legte auch dieselben Ergebnisse fest. 
1933 zeigte Maurizio den Zusammenhang zwischen Schwan- 
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(Fe/Cu-Index u. Geschlechtsunterschied. ) 
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gerschaft und Hisengehalt des Blutes. Er _ beobachtete, dass 
in dem Schwangerenblut 46,12mg¢% KHisen sich befindet, und 
dieses vom 3-ten bis zum 5-ten Schwangerschaftsmonat zunimmt, 
vom 6-ten Monate an bis gegen Schwangerschaftsende wieder 
abnimmt. Sachs u.a. bemerkte Abnahme infolge der Schwanger- 
schaft, und Russo (19387) ebenso Abnahme nach vortibergehender 
Zunahme am Anfang der Schwangerschaft. Verfasser bemerkte 
eine geringe Zunahme bei Bufo b.j. Nach Locke und Main 
(1930) dienen Hisen und Kupfer als Katalysator bei der Gewe- 
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bsatmung. Erst kiirzlich hat Heilmeyer(1938) die Aufmerksam- 
keit darauf gelenkt, dass bei Erkrankungszustiinden Kupfer im 
Blutplasma auftritt und Toxine und Bakterien bekimpft, wahrend 
Eisen in das Reticulo-Endothel-System zuriicktritt. Nach den 
Mengenverhaltnissen dieser beiden Metalle ist man imstande den 
Krankheitsverlauf gewissermassen vorauszusagen. Als Sauerstoff- 
ubertrager kann man wohl annehmen, dass Eisen und Kupfer 
gegeneinander kompensatorisch wirken. Bei den Tieren der 
niederen Klassen tritt das Kupfer in den Vordergrund und mit 
dem Steigen in der Systematik kommt dem Hisen eine wichtigere 
Rolle zu. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Die Bestimmung des Hisengehaltes im Blut von 13. ver- 
schiedenen Tierarten ergab die folgenden Resultate. 

1. Das Blut der Invertebraten enthalt weniger Hisen als das 
der Vertebraten. 

2. Unter den Vertebraten sind keine starken Unterschiede 
konstatierbar. 

3. Meistenfalls tibertrifft das weibliche Geschlecht das mann- 
liche an Eisengehalt. 

4. Fe/Cu-Index steigt von den niederen Klassen an gegen 
die hoheren zu. 

5. Meistenteils its der Fe/Cu-Index grosser beim mannlichen 
Geschlecht als beim weiblichen. 
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UBER EINE QUANTITATIVE TRENNUNGSMETHODE 
DER IN FETT UND PHOSPHATID ENTHALTENEN 
UNGESATTIGTEN FETTSAUREN. 


Von 


KICHIHEI MIURA. 


(Aus dem Klin.-chem. Laboratorium der Keio-Unwersitat, Tokyo. 
Vorstand: Prof. Y. Sueyoshi.) 


(Eingegangen am 25. Dezember 1938) 


KINLEITUNG. 


Es ist ftir verschiedene biochemische Untersuchungen not- 
wendig, dass man die in Fett und Phosphatid als Bausteine 
enthaltenen ungesattigten Fettséuren einzeln quantitativ trennen 
kann. Fiir die Trennung der einzelnen ungesattigten Fettsiuren 
wird bisher gewohnlich die Bromierungsmethode angewandt, nach 
welcher man zuerst die Bromverbindungen ungesattigter Fett- 
sduren herstellt und diese durch den Unterschied ihrer Loslich- 
keit in verschiedenen Loésungsmitteln trennt. Jedoch kann man 
bei diesem Verfahren die einzelnen Fettséuren quantativ nicht 
gentigend von einander trennen. Ich habe daraufhin verschiedene 
Experimente angestellt und verbessert um die genannte Methode 
fiir die quantitative Messung zu benutzen. 


I. TRENNUNG DES FETTES UND PHOSPHATIDES. 


(A) Die Trennung des Fettes und Phosphatides mit kaltem 
Aceton wurde schon von Koyama (1937) ausgefiihrt. Nach 
seiner Methode habe ich die Trennung beider Substanzen vor- 
genommen und folgende Versuche angestellte. 

Ich habe zuerst nach Sueyoshi (1931) das Higelblezithin und 
dessen Alkohollésung vorbereitet. Dazu wurde gesittigte Alkohol- 
lésung des Chlorcadmiums zugefiigt, wodurch sich Lezithin- 
cadmium fallen liess. Das Lezithincadmium wurde isoliert und 
seine Léslichkeit gepriift. Die gewonnenen Ergebniss wurden in 
Tabelle I zusammengestellt. 
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TABELLE I. 


Phosphor (mg%) 


Se en Temper. 
ee = —20° 
Nr. rar: Sa | ‘ 
i 0,010 0,010 
2 0,012 0,008 
Mittel 0,011 0,009 


Aus dieser Tabelle ersieht man, dass die Menge des bei —10° 
in Aceton gelésten Lezithinphosphors 0,011 mg% betragt, wahrend 
sie bei der Abkiihlung bis auf —20° nur 0,09 mg% ausmacht. 

(B) Im folgenden Versuch wurde der Einfluss der anderen 
 Fettstoffe auf die obengenannte Lezithinléslichkeit studiert, indem 
man dem Alkoholather-Extrakt (3:1) des Higelbes alkoholische 
Loésung des Chloreadmiums zusetzte, dann Alkoholather abdampfen 
liess, und nach Beigabe von Aceton in den Rtickstand und nach 
dem Stehen die Oberfliissigkeit bzw. Aceton abtrennte. Das 
Aceton wurde bis auf —10° abkuthlt und dann filtriert. Bei der 
Messung des im Filtrat gelosten organischen Phosphors ergab sich 
die Menge von 0,012-0,018 me% durchschnittlich 0,015 mg%, was 
also mit dem Ergebnis beim Versuch (A) nahezu iibereinstimmt. 
Daraus folgt, dass die Loslichkeit des Lecithincadmiums im kalten 
Aceton durch das Vorhandensein anderer Fettstoffe kaum beein- 
flusst wird. 

(C) Mit dem alkoholatherischen Extrakt der Kaninchen- 
organe habe ich ferner den gleichen Versuch wie Versuch (B) 
ausgefiihrt. Diese Resultate ersieht man aus Tabelle IT. 


TABELLE ITI. 


Phosphor (mg%) 


Nr. ir 2 3 4 Mittel 
Leber 0,024 0,020 0,017 0,025 0,022 
Niere 0,050 0,050 0,055 0,040 0,048 


Muskel 0,025 0,040 0,050 0,040 0,038 
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Aus Tabelle II ersieht man, dass die Menge des bei —10° in 
Aceton enthaltenen organischen Phosphors durchsehnittlich bei der 
Leber 0,022 mg%, beim Muskel 0,038mg% und bei der Niere 
0,048 mg% betraigt. Diese Mengen sind alle so geringfiigig, dass 
man sie praktisch ausser Acht lassen kann. 

(D) Weiterhin habe ich die Loslichkeit der verschiedenen 
Fette im kalten Aceton untersucht, indem ich in Aceton das Fett 
um 2%, 1%, 0,5% und 0,25% auflésen, dann bis auf —10° 
abkthlen less und die Ausscheidung des Fettes aus der Aceton- 
losung beobachtete. Die Resultate sind in Tabelle III angegeben. 


TABELLE III. 


Konzentrat. (%) 2.0 1.0 0.5 0.25 
Leinol — = = = 
Kokosol ++ AEE a a 
Olivenol + oo =e “2 
subkut. Fett + fe = = 


— Ausscheidung null. 
~ ” gering. 
++ ” massig. 


Tabelle III zeigt, dass bei Leinél die Ausscheidung allenfalls 
null ist, bei Kokosol in 0,5%-Losung und beim subkutanen Fett 
der weissen Ratte in 1%-Losung stattfindet. 

Auf Grund der obigen Ergebnisse bin ich zum Schluss ge- 
kommen, dass die beste Trennungsmethode des Phosphatides und 
Fettes darin besteht, dass man zuerst die Cadmiumverbindung des 
Phosphatides herstellt und dann mittels des bis auf —10° ab- 
gekiihlten Acetons die Trennung ausfiihrt. Dabei darf die Menge 
des in 100 cem Aceton geldsten Fettes 0,5 g nicht tiberschreiten. 


Il. TRENNUNG DER GESATTIGTEN UND UNGESATTIGTEN 
FETTSAUREN. 


Es sind bisher verschiedene Verfahren fiir die Trennung der 
gesittigten und ungesattigten Fettsiuren angewandt worden. Nach 
meiner Erfahrung zeigt die Twitchell’sche Bleisalzmethode die 
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besten Resultate, deshalb werde ich sie im folgenden beschreiben : 
Man setzt zuerst dem Gemisch der Stearin-, Palmitin-, Miristin- 
und Oleinsiure(Kahlbaum) 95% Alkohol zu und erhitzt bis auf 80°. 
Darauf gibt man dem Gemisch die ebenso bis auf 80° erwarmte 
Alkohollésung des Bleiacetats zu, kiihlt im Hisschrank ab und 
isoliert dann den abgesonderten Niederschlag.- Aus diesem gewon- 
nenen Niederschlag, das Bleisalz der gesdttigten Fettsauren, ent- 
fernt man mit verdiinnter Salpetersiure das Blei und extrahiert 
darauf mit Ather die Fettsiuren. Nach ebenerwaihnter Methode 
habe ich Experimente angestellt, deren Ergebnisse in Tabelle IV 
aufgenommen wurden. 


TABELLE IV (A). 


gefundene 
Nr. Fettsiure | Dermvte Jodzahl 
g Gewicht (g) % 
1 gesittigte 0,1000 0,0988 —_ 4,1 
Oleinsiure 0,0606 0,0630 104,0 — 
- gesittigte 0,1000 0,0982 — 3,2 
2 Oleinsiure 0,0660 0,0651 98,7 — 
3 gesattigte 0,1000 0,0980 — 3,2 
Oleinsaiure 0,0685 0,0660 96,3 — 
P gesattigte 0,1000 0,0983 S 
Mittel Oleinsiure 0,0650 0,0647 at 3,5 
TABELLE IV (B). 
gefundene 
Nr. Fettsiure benutzte Johzahl 
(g) Gewicht (g¢) Jo 

1 gesattigte 0,0500 0,0515 — ial 
Oleinsaiure 0,0573 0,0585 102,1 —_— 
9 gesattigte 0,0500 0,0491 = 0,9 
Oleinsdiure 0,0559 0,0566 101,3 i 
3 gesattigte 0,0500 0,0498 _ OS 
Oleinsiure 0,0584 0,0593 101,6 _ 
Mittel gesattigte 0,0500 0,0° 01 _ 1,4 
Oleinsiure 0,0572 0,0581 101,7 — 
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Nach dieser Tabelle (A) betragt die Menge der abgetrennten 
Oleinsdure 99,7%, wenn man das Gemisch von 0,1000 g gesittigter 
Fettsaure und halber Menge Oleinsaiure benutzt. Die Jodzahl der 
isolierten gesittigten Fettsiiure nach Wijs betrigt 3,5. Wird das 
Gemisch der gesittigten Fettsiure und der Oleinsdure von etwa 
gleicher Menge benutzt (Tabelle(B)), so betragt die isolierte Olein- 
sauremenge 101,7% und die Jodzahl der isolierten gesattigten Fett- 
sauren durchschnittlich 1,4. Aus obigen Ergebnissen geht hervor, 
dass die Bleisalzalkoholmethode fiir meine Untersuchung brauch- 
bar ist. 


IIl. TRENNUNG DER EINZELNEN UNGESATTIGTEN 
FEerrsauREN. 


(A) Zuerst wurden Bromverbindungen der verschiedenen 
ungesattigten Fettsauren nach gewohnlicher Methode hergestellt. 


1. Herstellung der Dibromfettsaure. 


Unter Abkthlung setzt man der atherischen Oleinsdurelosung 
Brom iiberschiissig zu und stellt Dibromid her. Nachdem man 
das tiberschiissige Brom mit Natriumthiosulphat entfernt hat, lasst 
man den Ather abdampfen. 


2. Herstellung der Tetrabromfettsdure. 


Die in Ather geléste ungesittigte Fettsiure des Sesaméls wird 
in ebenerwahnter Weise bromiert. Der Filtrat wird abgedampft 
und dem Riickstand Petrolather zugesetzt, um die darin ldsliche 
‘Dibromfettsiure zu entfernen. Der Riickstand wird wieder in 
Ather aufgelést und das dtherunlisliche Hexabromid  weg- 


genommen. 


3. Herstellung der Hexabromfettsaure. 


Die itherische Losung der ungesattigten Fettsaure des Leinols 
lisst sich nach obenerwahnter Methode bromieren. Dem mit Ather 
gewaschenen Niederschlag fiigt man die 50 fache Menge von Benzol 
zu und filtriert unter Erwirmen bis auf 75°. Das Filtrat lasst 
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sich abkiihlen. Der auf diese Weise hergestellte Niederschlag ist 
Hexabromfettsaure. 


4. Herstellung der Polybromfettsdure. 


Die iiber achtbromige Polybromfettsiure wird folgendermassen 
dargestellt. Die Atherlosung der ungesattigten Fettsiure des 
Lebertrans lisst sich bromieren. Aus dem Niederschlag werden 
durch Zufiigung warmen Benzols Di-, Tetra- und Hexabromfett- 
siure weggenommen. Der unldslich Teil des Niedererschlags ist 
Polybromfettsaure. 

(B) Die Léslichkeit der auf diese Weise hergestellten Di-, 
Tetra-, und Hexabromfettsiuren wird gepriift. Die Resultate 
werden im folgenden angegeben. 


1. Loslichkett der Tetrabromfettsiure. 


Da Tetrabromfettsiure in Petrolather schwer loslich ist, so 
wurde Petrolather bisher fiir die Trennung der Tetrabromfettsaure 
benutzt. Nach meiner Priifung lost Pertolather bei Zimmer- 
temperatur schon ziemlich grosse Mengen von Tetrabromfettsaure 
auf, aber bei —5° lost sich Tetrabromid in 100 cem Petrolathers 
um 3-d meg auf, und bei —15° nur um 0,5-0,6mg. Dagegen lost 
sich Dibromid bei dieser Temperatur um tiber 1,0g auf. Somit 
glaube ich, dass die Trennung von Tetrabromid und Dibromid 
mittels des Petrolathers bei —15° eine gute Methode darstellt. 


2. Loslichkeit der Hexabromfettsdure. 


Weil Hexabromfettsiiure in Ather verhaltnissmassig schwer. 
loslich ist, benutzte man bisher fiir ihre Trennung Ather. Aber 
nach meiner Untersuchung lést sie sich in Ather relativ leicht auf, 
sie wird selbst bei —20° in 100cem Ather um 46 mg gelost. 
Nimmt man mit Tetrachlorkohlenstoff den gleichen Versuch vor, so 
konstatiert man, dass Hexabromfettsiure bei Zimmertemperatur 
nur um 0,3-0,5 mg gelést wird, dagegen Tetrabromid um 3¢. Ich 
sehe es daher als gute Methode an, fiir die Trennung der Hexa- 
bromfettsiure an Stelle des Athers den Tetrachlorkohlenstoff zu 
benutzten. 
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3. Trennung der Polybromfettsiure. 


Die Trennung des Polybromids und des Hexabromids sowie 
niederwertigerer Bromide mittels heissen Benzols ist keine quantita- 
tive Methode. Chloroform lést jedoch Polybromid kaum, wahrend 
es Hexabromid sowie niedererwertige Bromide in hohem Masse 
lost. Ich empfehle also das Chloroform als bestes Lésungsmittel 
fiir die Trennung von Polybromid. 

(C) Weiter habe ich aus dem Gemische verschiedener Brom- 
fettsiuren mit oben angebenen durch meine Experimente aus- 
gewahlten Losungsmitteln die einzelnen Bromfettsiuren wieder 
getrennt und die Menge derselben gemessen. Die Resultate sind 
in Tabelle V gezeigt. : 


TABELLE V. 
oe gemischte Malas OM etna= Hexa- Poly- 
Bs Bromide Dibromid’) jromid | bromid | bromia- | 2°s2™mmte 
a on | 
benutzte (g) 0,1425 0,0871 , 00464 0,0513 | —0,3273 
| gefundene (g) 0,1427 0,0860 0,0460 0,0502 0,3249 
iM i} 
g +0,0002 | —0,0011 | —0,0004 | —0,0011 | —0,0024 
f Patherene 177.) 0.1 1.2 0.8 21 0.7 
| benutzte (g) 0,1223 | 0,0810, 0,0294| 00,0441 | —0,2768 
gefundene (g) 0,1220 | 0,0792 0,0305 0,0434 0,2751 
9 28 | 
& (g) —0,0003 | —0,0018 | +0,0011 | —0,0007 | —0,0017 
sce ar cad bes 0.2 2.2 3.7 15 0.6 
benutzte (g) 0,1620 0,0439 0,0678 0,0477 0,3214 
gefundene (g) 0,1625 0,0422 0,0684 0,0462 0,3193 
& : 

} (g) +0,0005 | —0,0017 | +0,0006 | —0,0015 | —0,0021 
Dufievenz hoe 0.3 3.8 0.8 3.1 0.6 
benutzte (g) 0,1422 0.0706 0,0475 | 0,0473 0,3085 
gefundene (g) 0,1424 0,0691 0,0483 0,0466 0,3064 

Mittel = 

(g) +0,0002 | —0,0015 | +0,0008 | —0,0007 | —0,0021 

TOE on 0.1 21 1.6 1.4 0.6 
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Nach Tabelle V ist der Unterschied zwischen dem gefundenen 
und berechneten Wert beim Tetrabromid am gréssten, indem das 
erstere dabei durchschnittlich um 1,5 meg kleiner als das letztere 
ist; dann folgt Polybromid. Der gefundene Wert ist dabei durch- 
schnittlich um 1,1 mg kleiner als der berechnete. Bei den iibrigen 
Bromiden sind die Unterschiede zwischen beiden Werten im 
_allgemeinen geringfiigig. 

Die obigen Ergebnisse zeigen, dass mit dieser Methode einzelne 
ungesattigte Fettsiuren beinahe quantitatv gemessen werden 
konnen. 


IV. TRENNUNGSMETHODE DER EINZELNEN UNGESATTIGEN 
FrrrstuREN DES FEerres UND PHOSPHATIDES 
Im GEWEBE. 


Auf Grund der obigen Versuche habe ich die Trennung der 
einzelnen ungesattigten Fettsauren des Fettes und Phosphatides 
im Gewebe nach dem nachstehend beschriebenen Verfahren durch- 
gefiihrt. Bei der Durchfiihrung der Trennungsmethode erweist 
sich Phosphatidfettsiure und Fettfettsiure von je unter cea. 0,2 ¢ 
am geeignetesten. 


A. Trennung von Phosphatid und Fett. 


Zunachst wird der Alkoholather-Extrakt (3:1) der tierischen 
Gewebe hergestellt, ee gewisse Menge davon in den Becher (B;) 
genommen, welcher 20 cem gesattigter Alkoholl6sung des Cadmium- 
chlorids zugeftigt werden. Dann wird der Alkoholather ab- 
gedampft und nachdem der Riickstand mit 10cem Aceton 
gewaschen wurde, die Acetonlosung in das Zentrifugierrohr, 
abgegossen. Nach dem Abkiihlen bis zu —15° wird sie zentri- 
fugiert und ihre klare Oberfliissigkeit in einen anderen Becher 
(Bz) gegossen. Dann wird die ungeléste Substanz im Becher-B, 
mit 10cem Aceton gewaschen, darauf wird die Waschfliissigkeit 
ins Zentrifugierrohr gegossen und abgekiihlt. Nach der Zentri- 
fugierung wird die klare Oberfliissigkeit, wie beim ersten Mal, in 
den Becher-Bz abgegossen. Diese Acetonwaschung wird noch 
zweimal wiedergeholt. Die auf diese Weise gewonnenen Nieder- 
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schlage im Zentrifugierrohr und im Aceton unlislichen Substanzen 
im Becher-B, sind Cadmiumverbindung des Phosphatides, in der 
Acetonlosung ist Fett aufgelést. Daraufhin werden die einzelnen 
Fettséuren folgendermassen abgetrennt. 


a) Trennung der Phosphatidfettsiure: 


In das Zentrifigierrohr werden zunachst 5cem von 5% Salz- 
saurealkohol gegeben und erwirmt um den Niederschlag auf- 
zaldsen ; dann wird die Lésung in den Becher-B, abgegossen. Dann 
wird die Innenflache des Zentrifugierrohres mit 5 cem Salzsaure- 
alkohol zweimal gewaschen und die Waschfliissigkeit ebenso dem 
Inhalt des Becher-B, zugefiigt. Darauf wird der Becher-B, 
erwarmt, um den Niederschlag vollkommen aufzulésen, die Loésung 
wird mittels 2ccm einer gesattigten Natronlauge verseift. Die 
verseifte Loésung wird dann mit warmen Wasser in den Scheiden- 
trichter tbergegossen; dann wird etwa 3cem konzentrierte Salz- 
saure zugefiigt und nach dem Abkiihlen des Inhaltes des Scheiden- 
trichters wird weiter 50-70cem <Ather beigegeben. Nach dem 
Schiitteln wird die untere Schicht (m) entfernt und Ather in den 
Becher iibergegossen. Die entfernte untere Schicht (m) wird 
wieder in den Scheidentrichter genommen und mit 30-50 ccm 
Ather geschiittelt. Der auf oben erwiihnte Weise gewonnene 
gesamte Ather wird abdampft. Die im absoluten Ather aufgeléste 
Substanz wird durch den Asbestfilter filtriert. Nach dem Ab- 
dampfen des Filtrates wird der Rest im Kakiuchi’schen Vakum- 
abdampfungsapparat (1911) durch 30 Minuten bei 50° getrocknet 
und dann abgewogen. Die gewonnene Substanz ist Phosphatid- 


fettsaure. 


b) Trennung der Fettfettsaure: 

Der Abdampfrest der Acetonlésung (Bz) wird im Becher mit 
25 cem Alkohol (absol.) und 2,5cem gesattigter Natronlauge 
gekocht, um ihn zu verseifen, dann wird das Gemisch in den 
Scheidentrichter itibergegossen. Die innere Flache des Bechers 
wird mit einer kleinen Menge warmen Wassers einige Male 
gewaschen, das Waschwasser wird ebenso dem Inhalt des Tren- 
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nungstrichters zugefiigt. Dabei betrigt die Gesamtmenge des 
Waschwassers 22cem, indem der Inhalt des Trennungstrichters 
eine 50%ige Alkohollésung ergibt. Nach dem Abkiihlen wird die 
letztere mit 60-80 cem Petrolather geschiittelt, dann die untere 
Schicht abgegossen. Im Petrolather ist nicht nur die unverseif- 
bare Substanz, sondern auch eine kleine Menge Fettsaure gelost. 
Zwecks Gewinnung letzterer wird die obere Schicht, nach 
Kumagawa-Suto’sche Fettbestimmungsmethode (1908), mit 5 
eem alkoholischer n/5 Kalilauge und ebensoviel Wasser geschiittelt 
und danach die untere Schicht der vorher abgegossenen Alkohol- 
ldsung (50%) beigegeben. Von der auf diese Weise gewonnenen 
50%igen Alkoholl6sung wird der Alkohol zum groéssten Teil ab- 
gvedampft und der Abdampfrest durch warmes Waschwasser in 
den Trennungstrichter tibergegossen. Nach der Zufiigung von 
5eem 380%iger Salzsiure wird der Inhalt des Trennungstrichters 
ganz gleich wie bei a) behandelt und die Fettfettsaure isoliert. 


B. Trennung der ungesattigten Fettsiure. 


Die auf oben erwahnte Weise gewonnene Fettsaure wird mit. 
10 cem von 95%igem Alkohol im Becher (B3) bis zu 80° erwéirmt; 
dann werden 70cem von ebenso bis 80° erwarmten 95%igen 
Alkohol, welcher 0,1 g Bleiacetat enthalt nach und nach zugesetzt. 
Bei Abkitihlung dieser Loésung bis auf etwa 10° lasst sich das 
Bleisalz der gesattigten Fettsaure abscheiden, welches nun durch 
Zentrifugierung entfernt wird. Die klare Oberschicht wird in 
einen anderen Becher abgegossen. Der im Becher (Bs) in 
minimaler Menge iibrigbleibende Niederschlag wird mit 10 ccm 
abgektihlten Alkohol (95%) ausgewaschen, dann durch Zentri- 
fugierung die klare Oberschicht entfernt. Solches Auswaschen 
mit 95%igem Alkohol wird noch zweimal wiederholt, um den 
Niederschlag im Becher (B;) vollkommen in das Zentrifugierrohr 
hintiberzubringen. Der Niederschlag besteht zum gréssten Teil 
aus Bleisalz der gesattigten Fettsiure. Die Menge der darin noch 
enthaltenen ungesadttigten Fettsiiure ist ausserst klein, so dass sie 
im gewohnlichen Falle ausser Acht gelassen werden kann. Wenn 
man aber solche kleinmengige ungesittigte Fettsdure vollstindig 
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trennen will, so soll folgende Trennungsmethode ausgefiihrt 
worden. Dem wieder 10 cem 95% igen Alkohols zufiigten Nieder- 
schlage wird unter Erhitzen auf 80° Eisessig tropfenweise beige- 
geben, bis der Niederschlag vollkommen aufgeldst ist. Diese 
Losung wird nun bis zu 10° abgekiihlt, dann zentrifugiert, die 
klare Oberschicht getrennt, welche der bereits hergestellten klaren 
Oberschicht beigemengt wird. 

Endlich wird von der gesamten klaren Oberschicht der Alkohol 
abdampfen gelassen. Dem mit 60cem Ather in einen kleinen 
Scheidentrichter ausgewaschenen Abdampfrest wird 10 ccm einer 
10% -Salpeterséure zugefiigt. Nach dem Schiitteln wird die 
Fliissigkeit der Unterschicht entfernt und die Atherschicht in den 
Becher abgegossen, welchem noch der Ather zusetzt wird, mit dem 
die Innenflache des Scheidentrichters abgewaschen wurde. Nach 
der Abdampfung des Ather wird der Abdampfrest im Vakuum 
bei 50° getrocknet. 


V. BROMIERUNG DER UNGESATTIGTEN FETTSAURE. 


Der mit 20cem Ather in einen kleinen Kolben abgegossenen 
und dann bis auf —10° abgekiihlten ungesattigten Fettsiure wird 
tropfenweise der ebenso bis auf —10° abgektihlte Bromather 
zugesetzt, welcher durch Verdiinnung des Broms mit der 20-30 
fachen Menge Ather hergestellt wurde. Dieses Gemisch lisst man 
bis zum nachsten Tag im Hisschrank stehen. Am nachsten Tage 
wird diesem Gemisch getrocknete Luft zugefiihrt, um den Ather 
und das tiberschiissige Brom abzudampfen. Dabei wird das Ver- 
fahren im Wasserbad (bei Zimmertemperatur) durchgefiihrt, um 
die Abkiihlung des Kolbens zu vermeiden. 


VI. TRENNUNG DER BROMIDE. 


A) Trennung des Polybromides. 

Dem nach der oben erwihnten Methode zubereiteten Bromide 
werden 30cem Chloroform zugesetzt. Nach einmaligem [ochen 
wird dieses Gemisch bis auf Zimmertemperatur abgekuhlt und 
darauf durch den Glas- oder Asbestifilter filtriert. Die kleine 
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Menge Chloroform, welche fiir das Waschen der Innenfliche des 
Kolbens benutzt wird, wird ebenfalls filtriert. Der Filter wird 
ebenso mit Chloroform gewaschen. Kolben und Filter werden 
darauf in Vakuum bei 50° zwei Stunden lang getrocknet, dann im 
Exsikkator bis zur Zimmertemperatur abgekiihlt und schliesslich 
gewogen. Dem Gewicht der Substanz im Filter wird noch das 
Gewicht des kleinmengigen Restes auf der Innenflache des Kolbens 


zugerechnet. 


B) Trennung des Hexabromides. 

Das Chloroformfiltrat wird in einem vorher abgewogenen 
Becher abgedampft, dann weiter durch 30 Minnten im Vakuum 
bei 50° getrocknet. Die Substanz im getrockneten Rest wird mit 
10 cem Tetrachlorkohlenstoff gelést und die Losung durch den 
Glasfilter filtriert. Die Innenfliche des Bechers und Filters wird 
noch einige Male mit demselben Mittel gewaschen; die Wasch- 
fliissigkeit wird ebenso filtriert. Nach zweisttindigem Trocknen des 
Filters und Bechers im Vakuum bei 50° werden sie gewogen. Die 
Gewichtszunahme des Bechers und Filters entspricht zusammen 
dem Gewicht des Hexabromides der Fettsaéure. 


C) Trennung des Tetrabromides. 


Nach dem Abdampfen des Tetrachlorkohlenstofffiltrats im 
vorher abgewogenen Becher wird er durch 30 Minuten im Vakuum 
bei 50° getrocknet. Durch Zusetzung des Petrolathers (30 cem) 
wird die Substanz im Trockenrest aufgelést. Die Liésung im Becher 
wird im spezifisch vorbereiteten Abkiihlungsapparat aufgenommen 
und unter Abkitthlung durch Eintauchen in vorher mit fester 
Kohlensaure bis auf —15°-—20° abgekiihlten Petrolather filtriert. 
Dabei wird die Innenfliche des Bechers und Trichters mit kaltem 
Petrolather (—15°) gewaschen und die Waschfliissigkeit ebenso 
filtriert. Das Gemisch des Filtrats und der Waschfliissigkeit kann 
fiir den Dibromid-Versuch gebraucht werden. Die Substanzen im 
Filter und auf der Innenflaiche des Bechers sind nichts anderes als 
Tetrabromfettsdaure, deren Menge man durch Abwiigen des ebenso 
getrockneten Filters und Bechers errechnen kann. 
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D) Trennung des Dibromides. 


Das obenerwihnte Gemisch des Filtrats und der Waschfliissig- 
keit lasst sich abdampfen; der Abdampfrest wird nach zweistiind- 
igem Trocknen im Vakuum bei 50° abgewogen. Der getrocknete 
Abdampfrest ist nichts anderes als Dibromfettsdure. 


EXPERIMENT. 


Durch das oben erwahnte Trennungsverfahren werden 
einzelne ungesattigte Fettsauren der Leber, Niere und des Muskels 
von Kaninchen getrennt. Die Ergebnisse sind aus Tablle VI zu 


ersehen. 

TABELLE VI. 
| av sittig. Bromide (g) 
Material Fettstoff. ae ae ‘gesamte| Di- | Tetra-| Hexa-| Poly- 
gs ; (g) Br. bromid| bromid} bromid|bromid 

> 

Leber | Phosphatid 0,3558 | 0,2245 | 0,4568 | 0,2938| 0,1250) 0,0132 | 0,0248 

(20.3 g)) Fett 0,2928 | 0,2399 | 0,4203 | 0,3600| 0,0467 | 0,0036 | 0,0100 


Muske] | Phosphatid | 0,2374 | 0,1464 | 0,3068 0,1995 | 0,0469 | 0,0186 | 0,0418 


(48.5 g)) Fett 0,1006 | 0,C709 | 0,1264 | 0,0966| 0,0275| 0,0023} 0 
Niere | Phosphatid| 0,1564 | 0,1021 | 0,2141 | 0,1256 | 0,0639| 0,0074 | 0,0177 
(13.7 g)| Fett 0,2813 | 0.2358 | 0,3751 | 0,3302) 0,0301] 0,0056 | 0,0092 


Aus den vorhergehenden Resultaten kann man schliessen, dass 
meine verbesserte Bromierungsmethode fiir die quantitative Unter- 
suchung der einzelnen ungesattigten Fettsiuren verwendbar ist. 

Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Y. Sueyoshi meinen 
herzlichen Dank fiir seine Anleitung aus. 
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UBER DIE UNGESATTIGTEN FETTSAUREN DES 
PHOSPHATIDES DER GESCHWULSTE. 


VON 


YUJI SUEYOSHI unp KICHIHEI MIURA. 


(Aus dem klin.-chem. Laboratorium der Keio-Universitét, Tokyo.) 


(Hingegangen am 25. Dezember 1938) 


KINLEITUNG. 


Sineclair(1935) hat gefunden, dass bei Phosphatid der Leber, 
Niere und des Muskels das Mengenverhiltnis der darin enthaltenen 
gesattigten und ungesattigten Fettsiuren nahezu konstant ist, 
indem es etwa 30:70 bleibt. 

Haven (1937) hat bei der auf die Ratte transplantierten 
Geschwulst nachgewiesen, dass die Jodzahl der ungesattigten Fett- 
séuren des Phosphatides der Geschwulst kleiner als die derselben 
des Muskelphosphatides ist; er hat dabei weiter festgestellt, dass 
das Mengenverhaltnis der gesattigten und wngesattigten Fett- 
sduren, gleich wie von Sinclair beim Muskelgewebe wahr- 
genomen, 30:70 ist. Aus genannten Ergebnissen hat Haven 
geschlossen, dass die kleine Jodzahl der ungesattigten Fettsauren 
des Geschwulstphosphatides auf ihre niedergradige Unsattigkeit 
zurickzuftihren sei. Wir haben die vorliegende Untersuchung 
unternommen, um zu erkennen, welcher Gehalt der verschiedenen 
ungesattigten Fettsiuren die kleine Jodzahl der ungesattigten Fett- 
sduren des Geschwulstphosphatides bedingen soll. 


UNTERSUCHUNGSMETHODD, 


Wir haben erstens die Menge der einzelnen ungesattigten F'ett- 
sduren des Phosphatides des transplantierten Kaninchensarkoms 
gemessen und jene mit derselben des Kaninchenmuskels verglichen. 
Dann haben wir die Menge der einzelnen ungesattigten Fettsauren , 
des Phosphatides von menschlichem Uterusmyom mit der des 
normalen Unterusmuskels zum Vergleich herangezogen. Fir die 
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Trennung der verschiedenen ungesittigten Fettsiuren haben wir 
an den Alkohol-Ather-Extrakt des Gewebes nach der von Miura 
(1939) modifizierten Trennungsmethode verarbeitet. 


UNTERSUCHUNGSMATERIAL. 


1. Wuchs das Kaninchensarkom (Katoscher Stamm) in der 
2-3. Woche der Transplantation bis zu etwa Hiihnereigrosse 
heran, so wurde es exstirpiert und verwendet; die nekrotischen 
Teile wurden entfernt. Das Muskelgewebe desselben Kaninchens 
wurde eleichzeitig zur Untersuchung verwendet. 

2. Das durch Operation exstirpierte frische Uterusmyom und 
das gesunde Muskelgewebe aus dem Korperteil desselben Uterus 
wurden ftir die Versuche benutzt. 


ERGEBNISSE DER UNTERSUCHUNG. 
1. Sarkom und Muskel. 


Die vergleichenden Verhaltnisse zwischen den Untersuchungs- 
ergebnissen bei den PhosphatidfettsAuren des transplantierten 
Kaninchensarkoms und denselben bei den des Kaninchenmuskels 
sind in Tabelle I(A) angegeben, und die zusammengefassten 
Resultate sind in Tabelle [(B) gezeigt. Wie diese Tabellen zeigen, 
ist die Menge der Phosphatidfettséure beim Muskel durchsechnitt- 
lich 0,67%, beim Sarkom 0,86%. Unter den Fettsduren ist die 
Menge der ungesattigten Fettsiure beim Muskel 68,9%, beim 
Sarkom 66,3% ; somit zeigen beide keinen bemerkenswerten Unter- 
schied. Vergleicht man nun verschiedene Bromide, so ‘ist der 
Prozentsatz der Menge des Polybromides sowie des Hexabromides 
beim Muskeln und Sarkom nicht sehr verschieden, wahrend die 
Menge des Tetrabromides beim Sarkom immer viel kleiner als beim 
Muskel ist, indem der Prozentsatz beim ersteren 11,9% und beim 
letzteren 24.5% betragt. Die Menge des Dibromides ist dagegen 
beim Sarkom (78,6%) viel grosser als beim Muskel (66,7%). Aus 
.obigen Ergebnissen erkennt man, dass das Phosphatid des Sarkom- 
gewebes, im Vergleich mit dem des Muskels, die Linolsiiure in 
kleinerer Menge und die Oleinsiure in grésserer enthilt. 
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TABELLE I (A). 


ungesattig. : : 
eee Hsitesure in gesamten Bromide (%) 
Nr. | Gewebe | Fettsiiure |/in gesamt. : 
(%) Hetichumre a Tetra- Hexa- | Poly- 
(%) bromid | bromid | bromid | bromid 
| Muskel 0,91 70,3 628 -| 27/8 Je 29 Tah 
Sarkom 0,95 62, 75,4 14,5 333 6,8 
5 Muskel 0,86 67,2 63,9 Pifal 2,8 6,2 
Sarkom 1,00 65,8 (B76 1353 3,2 9,8 
: Muskel 0,83 61,7 63,8 25,9 2,9 7,4 
Sarkom 0,83 64,4 80,3 12,0 Pell 5,0 
y Muskel 0,49 74,6 56,3 |: 27,9 2,9 12,9 
Sarkom 0,65 1550 81,0 9,9 Le} (es 
= Muskel 0,52 69,7 79,1 16,4 2,0 4,1 
5 
Sarkom 0,86 67,7 85,6 9,4 1,4 3,6 
5 Muskel 0,57 70,0 72,9 20,5 2,4 4,2 
Sarkom 0,75 67,3 81,7 10.2 DED 5,6 
: Muskel 0,54 68,6 68,8 26,0 PEE 6,5 
Sarkom 0,99 60,6 72,6 14,2 4,0 9,2 
TABELLE I (B). 
ungesattig. : ; 
Se, he thie in gesamten Bromide (%) 
Gewehbe Botts ure (eee Di- Patra. Tigra. Poly- 
(%) Fettsaiure : 4 é : 
| (%) bromid bromid bromid bromid 
| | 
{ 
Muskel 0,67 68,9 66,7 24,5 2,7 6,9 
Sarkom 0,86 66,3 78,6 11,9 oe 6,8 


2. Myom und Uterusmuskel. 


Die Mengen der einzelnen ungesattigten Fettsauren, welche 
in Phosphatidfettsiure der Uterusmuskulatur und des Myoms 
enthalten sind, sind in Tabelle II(A) und die Mittelzahl derselben 
in Tabelle II(B) gezeigt. Nach diesen Tabellen ist die Menge der 
Phosphatidfettsiure bei der Uterusmuskulatur durchschnittlich 
0,68%, beim Myomgewebe ein wenig kleiner, indem sie durch- 
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TABELLE II (A). 
ungesattig. : B al 
gesamte | Fettsiiure in re romide (%) 
Nr. Gewebe | Fettsaure & gesamt. Di lLobra: | Hesse bole 
fie hee renee bromid  bromid |) bromid | bromid 
| 
| 
1 | Uteruskérp.| 0,82 59,7 64,7 | 22,2 5,0 8,1 
Myom 0,66 63,3 75,4 12,9 3,6 8,1 
> | Uteruskorp. 0,53 70,8 66,0 | 18,4 6,2 10,4 
ay Myom 0,35 67,2 67,6 | 15,8 5,4 11,2 
| 
, |Uteruskérp.| 0,69 711 | 664 | 21,0 EM A XE 
“| Myom 0,49 71.7 63,8 | 17,8 29 | 10,5 
is Uteruskorp. | 0,63 64,5 74,0 Wil 2.9 6,0 
Myom | 0,36 67,3 88,6 | 8,4 0,9 21 
5 Uteruskorp. 0,67 71,6 63,1 19,5 6,4 11,0 
Myom 0,52 W350 76,0 Tox 2,9 8,0 
6 Uteruskorp. 0,67 Gre 66,3 19,9 | 4,9 39 
Myom 0,46 68,6 78 15,8 | 4,4 8,0 
7 Uteruskorp. 0,69 69,4 66,3 21,7 4,2 7,8 
Myom 0,49 68,2 wales 16,7 3,9 8,1 
8 Uteruskorp. 0,79 66,8 THES 15,0 3,6 3,9 
Myom 0,61 69,7 78,9 4251s) 2.8 6,2 
| 
9 Uteruskérp. 0,67 61,6 66,8 19,9 Bi 9,6 
Myom 0,56 63,3 69,3 16,8 3,1 10,8 
10 | Uteruskirp.| 0,64 69,4 65,8 | 21,4 3,6 9,2 
Myom 0,49 66,7 70,4 16,1 3,3 10,2 
yee es eS 
Mitte] Uteruskorp. 0.88 67,3 67,7 19,6 4,5 8,4 
Myom 0,50 68,0 73,8 14,6 3,3 8,3 
TABELLE II (B). 
ungesattig. : - 
gesamte Wetahuee in gesamt. Bromide (%) 
Gewebe | Fettsiure |/im gesamt. js 
(%) Fettsiure ) Di- Tetra- Hexa- Poly- 
| (%) bromid bromid bromid bromid 
Uterus- | 
korper | 0,68 67,3 67,7 19,6 4,5 8,4 
Myom 0,50 68,0 73,8 14,6 3,3 8,3 
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schnittlich 0,50% betragt. Unter den gesamten Fettsiuren ist die 
Menge der ungesittigten Fettsiure beim Uterusmuskel durch- 
schnitthch 67,3% und beim Myom 68,0% ; somit sind beide nahezu 
gleichgross. Beziiglich des Prozentsatzes der Menge von Bromiden 
betragt er bei Polybromid des Uterusmuskels 8,4%, bei dem des 
Myoms 8.3% demnach gibt es zwischen beiden keinen nennens- 
werten Unterschied. Die Menge des Hexabromides ist aber: beim 
Uterusmuskel ein wenig grdésser als beim Myom, indem sie beim 
ersteren 4,5%, beim letzteren 3,3% betraigt. Der Mengenunter- 
schied des Tetrabromides zwischen dem Uterusmuskel und dem 
Myom ist bedeutend gross; die Menge ist immer beim ersteren 
grosser als beim letzteren, indem sie sich beim ersteren durch- 
schnittlich auf 19,6%, beim letzteren auf 14,6% beliuft. Die 
Menge des Dibromides ist dagegen beim Uterusmuskel kleiner als 
beim Myom, indem sie beim ersteren 67,7% und beim letzteren 
73,8% ergibt. . 

Nach den oben erwahnten Resultaten enthalt das Phosphatid 
des Myomgewebes, im Vergleich mit dem des Uterusmuskels, die 
Linolsdéure in kleiner und die Oleinséure in grodsserer Menge. 


ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSS. , 


1. Die Menge der einzelnen ungesidttigten Fettsiuren im 
Phosphatid des transplantierten Kaninchensarkoms wird mittels 
Bromierung gemessen. Wenn man die Ergebnisse mit denselben 
beim Kaninchenmuskel vergleicht, so erkennt man, dass beim 
Sarkom die Menge des Tetrabromides deutlich klein, die des 
Dibromides gross ist. 

2. Die Menge der einzelnen ungesidttigten Fettsduren im 
Phosphatid des Uterusmyoms wird ebenso in gleicher Weise 
gemessen. Werden die Resultate mit denselben beim Uterusmuskel 
verglichen, so ergibt sich, dass die Menge des Tetrabromides beim 
Uterusmyom kleiner als beim Uterusmuskel ist. Dagegen ist die 
Menge des Dibromides beim Uterusmyom viel grosser als beim 
Uterusmuskel. 

3. Aus obigen Ergebnissen kénnen wir wohl schliessen, dass 
die kleinere Jodzahl der ungesattigten Fettsaure des Geschwulst- 
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phosphatides im Vergleich mit der des normalen Gewebes, mit 
aller Sicherheit auf das Verhaltnis, dass das Geschwulstgewebe die 
Linolséure in kleiner und die Oleinsaure in groésserer Menge 
enthalt, zurtickzufiihren ist. 
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RESEARCH FOR VITAMIN P. 


By 


SHIRO MORII. 


(Department of Internal Medicine, Dairen Hospital.) 
(Received for publication, December 25, 1938) 


There is no doubt of the fact that erystallized ascorbic acid has 
curative effects on hemorrhagic diseases, but we have frequently 
heard that it is not always effective in the treatment of all hemorr- 
hages of the skin. Moreover, notwithstanding the fact that dis- 
position to hemorrhage is often improved by the application of 
paprica or lemon, there are cases in which pure ascorbic acid alone 
has no effects. This suggests that besides ascorbic acid, lemon and 
paprica contain other substances which have effective results on 
hemorrhagie¢ disposition. Szent-Gyo6reyi and co-workers identi- 
fied of the these effective substances as belonging to the flavon 
group, and named it “Vitamin P”, which is probably so ealled 
because it has an effect on capillary permeability. 

Together with ascorbic acid, Vitamin P has great significance 
in the plane oxidization system. It is especially important in the 
peroxydase system. Szent-Gyo6rgyi and co-workers extracted 
from 200 kilograms or 70 litres of citrous juice, 2 grams of 
crystallized flavon, which they named citrin. This substance is 
slightly yellow in color and is insoluble in water and alcohol, but 
dissolves in alkaline solvents. Analytically, it has the following 
composition. 

CogH36-38017- Its melting point is 205°. 

Experiments conducted later by Szent-Gyo6rgyi and co- 
workers revealed that citrin is not a single substance, but is made 
up of a large amount of hesperidin and a small amount of glykosid 
of eriodictyol. (See Table I). The agricon of hesperidin, which 
is the greater part of citrin, is a flavanon called hesperetin, the 
chemical structure of which has already been established by 
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Professor Asahina. It has been synthesized by Dr. Shinoda. 

Dr. Zilva of the Lister Institute, London, produced a very 
small quantity of citrin from a large amount of lemon juice. The 
citrin obtained was re-crystallized and it was found to have the 
same melting point and composition as pure hesperidin. 

At first Szent-Gyérgyi and co-workers made a clinical 
research for Vitamin P, and as a result of experiments with vascular 
purpura, pleurisy, endocarditis and myxoedema, they discovered 
that capillary resistance had markedly increased, while capillary 
permeability had noticeably decreased. Following this discovery, 
they made animal experiments in an effort to confirm the above 
fact, and are said to have noted that animals suffering from scurvy, 
when treated with a small amount of Vitamin P, survived longer 
and the degree of their hemorrhage was less in comparison with 
untreated animals. The results of their experiments were, how- 
ever, contradicted by Moll of the Merk Company’s Laboratory, 
and by Dr. Zilva. 

The original announcement made by fungarian workers on the 
Vitamin P problem lies in the clinical research in this vitamin, and 
experiments on animals are of secondary importance. In con- 
sequence, clinical research is considered the most rational way to 
discuss the efficacy of Vitamin P. Even to this day, however, we 
have not heard of any systematic experiments being conducted to 
test the results obtained by Szent-Gy6rgyi and co-workers. 

Such being the case, I made a series of experiments to ascertain 
whether Vitamin P is really as effective as Szent-Gyorgyi claims 
it to be. Dr. Makino of the Dairen Hospital received one gram of 
citrin from Szent-Gyorgyi, the discoverer of Vitamin P, but 
before experimenting with this substance, I conducted experiments 
with hesperidin. Since hesperidin, in the belief of Szent-Gyéreyi 
forms the greater part of, and is the chief active principle in 
Vitamin P, it seemed to me that I would be able to ascertain the 
action of Vitamin P if I conducted experiments with it. 

Employing the method written of by Tiemann, I was able to 
produce from orange peel, which had been dried and converted 
into coarse powder, a comparatively large amount of hesperidin. 


Research for vitamin P. 489 


Compared with the Vitamin P sent by Szent-Gydregyi, this 
substance was almost colourless and was a mass of needle-shaped 
erystals. Its melting point was 252°. Its properties were the same 
as those given by Tiemann. No Vitamin © was found mixed in 
the substance. 

In order to demonstrate clinically, the effects of Vitamin P on 
capillary permeability, Szent-Gyodrgyi employed the method 
used by Borbely to measure capillary resistance, and the Landis’ 
capillary permeability test. However, as a result of recent investi- 
gations on the adaptability of the Landis’ test by Jena Bing of 
the Medical-Physiological Institute of Copenhagen University, it 
was found that if a pressure of 40mm. Hg. is applied, capillary 
filtration appears even in normal persons, while on the other hand, 
there are cases in which practically no filtrate appears in diseases 
in which permeability is believed to have increased. Thus, even if 
the data obtained by Landis’ test are large, it does not prove 
further that capillary permeability increases. Moreover, it is im- 
possible to say anything about the action of Vitamin P by this test. 
I experimented with Landis’ test on various occasions, and found 
not a few clinical errors. It is difficult to obtain accurate results, 
and on this point I agree with Bing’s view. 

It seems that Szent-Gy6érgyi himself chiefly measured capil- 
lary resistance and employed Landis’ test merely for comparison. 
The amount of capillary filtrate which appeared in Szent- 
Gyorgi’s experiments was from 2 to 3¢.c¢. As such an amount of 
filtrate appears even in normal eases, it may be said that the effects 
of testing capillary permeability on the basis of Landis’ test are 
not very distinct. Szent-Gyérgyi himself chiefly used Borbely’s 
suction method, which I think is very resonable since it enables 
one to measure fairly accurately. 

As clinical experiments, I selected patients suffering from 
the following diseases: (1) pleurisy, (2) pleurisy with adhesions, 
(3) pulmonary tuberculosis, (4) pulmonary tuberculosis with 
tuberculosis of the peritoneum, (5) tuberculosis of the peritoneum, 
(6) Basedow’s Disease, (7) beri-beri, (8) patients with no serious 
diseases but whose blood sedimentation rate was accelerated, 
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TABLE I. 
Eriodictyol. Hesperetin. 
ie eee 
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and (9) healthy persons who were not given any hesperidin, for 
the purpose of comparison. 

Szent-Geodreyi injected Vitamin P into the veins, but as 
hesperidin does not readily dissolve in water, I apphed orally 30 mg. 
of erystallized hesperidin once every day early in the morning, when 
the stomach is empty, for fifteen days, giving 450 me. in all, and 
watched the progress of the patients. In the meantime I avoided 
giving any medicine, the internal application or injection of which 
might affect capillary permeability and resistance, and also 
mechanical stimulus. I did not observe any harmful effects on the 
patients or in the symptoms of the diseases, resulting from the 
application of hesperidin. In measuring capillary resistance, I 
used Borbely’s apparatus and followed his principle. The parts 
of the body examined were on the voral aspect of the forearm and 
the part below the clavicle. 

The examinations were made once every five days before and 
after hesperidin was given, up to the 25th day. On the 20th day 
the progress after the final application of hesperidin the test was 
repeated. (See Table II). 

1. In the ease of pleurisy, the capillary resistance of the 
forearm had increased 7.5cm.Hg., and of the part below the 
clavicle 2cm. Hg. compared with the resistance before hesperidin 
was given. 

2. In the case of pleurisy with adhesions, the capillary 
resistance of the forearm had increased 2.9 em. Hg., and that of the 
part below the clavicle 3.4 em. Hg. 

3. In the case of pulmonary tuberculosis, the capillary resist- 


ance of the forearm had increased 11.2 em. He., and that of the 
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part below the clavicle 5.2 em. He. 

4. In the case of pulmonary tuberculosis with tuberculosis of 
the peritioneum, the capillary resistance of the forearm had in- 
creased 1.0 em. Hg., and that of the part below the clavicle 15.4 em. 
He. 

5. In the ease of tuberculosis of the peritoneum, the capillary 
resistance of the part below the clavicle was measured specially 
once every three days. On the 9th day it increased 3.5 cm. Hg., 
but the patient died on the 11th day. In this case a dark purplish, 
speckled hemorrhage, about 5 cm. in diameter, occurred under the 
skin around both mammae two weeks before hesperidin was given. 
As treatment 2.0 ¢.c. of vitacimin (1 ¢.c.=50 mg. ascorbic acid) in- 
jection was given eight times, but with no effect. However, from 
the third day after hesperidin was simultaneously given with the - 
vitacimin injection, the hemorrhage began to disappear, and com- 
pletely disappeared on the 7th day. 

6. In the case of Basedow’s Disease, the capillary resistance 
of the forearm had increased 3.2 em. Hg., and that of the part below 
the clavicle 1.3 em. Hg. 

7. In the ease of beri-beri, the capillary resistance of the 
forearm had increased 4.2 cm. He., and that of the part below the 
clavicle 3.0 em. He. 

8. In the case of persons who had no serious diseases, but 
only with accelerated blood sedimentation rate the capillary resist- 
ance of the forearm had increased 2.2 em. Hg., and that of the part 
below the clavicle 1.0 em. Hg. 

9. In the case of healthy persons who were not given 
hesperidin, a difference of over 1.0 em. Hg. in capillary resistance 
was not seen in either part. 

In short, the capillary resistance gradually increased after 
hesperidin was given, and reached the maximum between 15 and 
20 days. It began falling from the 25th day (the 5th day after 
the application of hesperidin had been stopped), and on the 35th 
day, in five out of seven cases, the capillary resistance returned 
‘to the condition prior to the application of hesperidin. In the two 
remaining cases, the capillary resistance increased a little. On 
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examining the difference in the increase of capillary resistance 
before and after hesperidin was given, it was noted that in case 
of the forearm, the minimum increase was 1.0 em. Hg., and maxi- 
mum was 11.2 cm. Hg., while in the case of the part below the 
clavicle, the minimum increase was 1.0 cm. Hg. and the maximum 
was 15.4cem. Hg. No decrease in resistance was noted. 

As to the healthy persons and the persons who had no serious 
diseases clinically, there was no marked rise in their capillary re- 
sistance. In the ease of the patients who had symptoms of inflam- 
mation and whose capillary resistance had noticeably decreased 
prior to the application of hesperidin, the degree of increase in 
their capillary resistance was marked. The relatively small in- 
crease in the capillary resistance of the part below the clavicle in 
comparison with the increase in the capillary resistance of the 
forearm on the whole, is due to the difference in capillary distribu- 
tion between the parts in question, and to other factors. 

The Landis tests were made in ‘the following manner before 
hesperidin was given, and on the 10th and 19th day after the ap- 
plication of hesperidin: The experimental person is placed in a, 
warm room, lying down with the arms horizontal. After half an: 
hour, during which the person les quite still, the experiment 
begins: a cuff is placed on one arm and inflated, so that there is a 
pressure of 40mm. Hg. After half an hour a blood sample is taken 
from both arms simultaneously. Then the amount of hemoglobin, 
the blood sedimentation rate (b.s.r.), the cell volume with a hemato- 
krit, and the protein content in the blood-plasma (by Kjeldahl’s 
method) are measured. The value of the filtration (=F), which 
is expressed by the number of cm? of fluid filtered out of 100 cm? 
of the blood, is calculated by means of the following formula: 

F = 100-1002”, where 
; He 

Hu and Hg are the percentile cell volume of blood from the 
unstased and the stased arm respectively. 

1. In the case of pleurisy, the amounts of capillary filtrate 
before and during the application of hesperidin and after the 
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application was stopped, were 18.0 ¢.c., 3.1 ¢.c. and 3.8 ¢.c. respec- 
tively. 

2. In the case of pleurisy with adhesions, the amounts before, 
during and after the application were 17.3 ¢.c., 10.0 ¢.c. and 13.1 @.e. 

3. In the ease of pulmonary tuberculosis, the amounts before, 
during and after the application were 8.5¢.c., 0¢.c. and 0.¢., also 
showing a decrease in the process. 

In the case of other diseases in which there were either no 
filtrate or only a small amount of filtrate from the beginning, no 
effects were noted. (See Table III, 1-8, and Figure 1-9). 


Figure (1-9) . 
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The blood sedimentation rate (average for one hour) was 
measured once every week, but no marked changes were noted 
either before or after the experiment. (See Table IV). 


TABLE IV. 
The blood sedimentation rate (average for one hour). 
Before After day 
Observation Sax | 
number agtan) 7 14 19 
if S$ 65.5 33.2 38.2 46.0 
2 3} 72.3 61.7 70.2 70.0 
3 2 76.2 81.0 75.2 82.7 
4 3 61.2 63.2 70.2 2.5 
5 2 — —— — — 
6 2 36.7 52.2 70.2 65.2 
a 2 20.2 13.5 15.7 34.5 
8 2 13.0 15.5 18.5 30.2 
SUMMARY. 


It seems that hesperidin, that is, Vitamin P, takes part in 
increasing capillary resistance to some extent, and in decreasing 
capillary permeability. But Vitamin P and Vitamin C are generally 
not the only substances which affect capillary hemorrhage or 
permeability. It is thought that capillary hemorrhage and per- 


Research for vitamin P. 501 


meability are affected greatly also by Vitamin K, Vitamin B and 
the protein properties contained in food, especially by amino acids. 

There are various methods for measuring capillary resistance 
and filtrate, but since these are imperfect, it is almost impossible 
to conclude without hesitation that various kinds of hemorrhage of 
the skin are due to one or two factors alone. From a clinical 
viewpoint, it is often thought that various factors are involved. 
Although the results of Szent-Gyoérgyi’s experiments on animals 
were totally contradicted, it apparently cannot be denied that there | 
are cases in which some effects can be expected. I realize the 
necessity of conducting further comprehensive experiments in the 
future. 

The gist of the above research was read before the Third Korea- 
Manchuria Medical Meeting held in Hsinking on September 3, 1938. 

Recently I have received a large amount of hesperidin manu- 
factured by the Takeda Company, and am about to conduct experi- 
ments with it. 

In conclusion, I wish ot express my deep gratitude to Dr. 
Morinaka, the director of the Dairen Hospital, for his interest. 
and encouragement, to Dr. Makino for his guidance, and to Mr. 
Goro Yano for his help in my research. 

The work was undertaken with the aid of the scholarship from 
the research fundation of South Manchuria Railway Company. 
(Katashi Makino). 
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